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1.  Einleitung 
 
 
1.1  Aufbau und Funktion des Ohres 
 
Die Funktion des adulten Säugerohrs ist es, akustische Stimuli in Form von Schallwellen 
in ein elektrisches Signal umzuwandeln, welches in der aufsteigenden Hörbahn und in 
der Hirnrinde zu einem subjektiven Höreindruck weiterverarbeitet wird. 
Die Schallwellen werden durch das Außenohr gebündelt aufgenommen und über den 
Gehörgang  zum  Trommelfell  geleitet,  welches  das  Außen- v o m  M i t t e l o h r  t r e n n t .  D i e  
Hauptaufgabe  des  Mittelohrs  ist  die  Impedanzanpassung,  d.h.  die  Übertragung  des 
Luftschalls auf die mit Flüssigkeit gefüllten Räume des Innenohres mit dabei möglichst 
minimalem Energieverlust. Durch das Auftreffen der Schallwellen auf das Trommelfell 
entstehen  Vibrationen,  die  von  den  drei  direkt  an  das  Trommelfell  gekoppelten 
Gehörknöchelchen  des  Mittelohrs  auf  die  Schnecke  (Cochlea)  des  Innenohrs 
weitergeleitet werden. Der Hammer (Malleus) ist direkt mit dem Trommelfell verbunden 
und  leitet  die  Schwingungen  über  den  Amboss  (Incus)  und  den  Steigbügel  (Stapes), 
dessen  Fußplatte  mit  der  beweglich  Membran  des  ovalen  Fensters  der  Cochlea 
verbunden  ist,  in  das  Innenohr.  Es  gibt  zwei  Mechanismen,  die  bei  der 
Impedanzanpassung  eine  Rolle  spielen,  zum  geringen  Anteil  die  Hebelwirkung  der 
Gehörknöchelchenkette und, entscheidend, das Flächenverhältnis von Trommelfell zu 
ovalem Fenster. Ohne diese beiden Mechanismen würde der Hauptteil der Schallenergie 
am dichteren Medium Flüssigkeit, d.h. an der Membran des ovalen Fensters, reflektiert 
werden (Hemilä et al., 1995). 
Die Cochlea ist schneckenartig, spiralig gewunden und außen von Knochen umgeben. 
Die Anzahl der Windungen kann innerhalb der einzelnen Spezies der Säuger variieren. 
So umfasst die Cochlea beispielsweise von Meerschweinchen 4,25 Windungen, bei der 
Maus sind es 1,5 und beim Menschen sind es 2,5 - 2,75 Windungen (Jero et al., 2001). 
Im  Inneren  besteht  die  Cochlea  aus  drei  mit  verschiedenen  Flüssigkeiten  gefüllten 
Räumen,  der  Scala  vestibuli,  der  Scala  media u n d  d e r  Scala  tympani ( R a p h a e l  u n d  
Altschuler, 2003). Die Scala media wird durch die Reissner’sche Membran zur Scala 
vestibuli und durch die Basilarmembran zur Scala tympani abgegrenzt (Abb.1.1). Scala 
vestibuli und Scala tympani stehen am apikalen Ende der Cochlea, dem Helikotrema, in 
Verbindung.  Während  die  Scala  media  mit  Endolymphe  gefüllt  ist,  die  eine  hohe 
Konzentration an K
+-Ionen aufweist, sind die Scala vestibuli und die Scala tympani mit Einleitung     
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Perilymphe  gefüllt,  einer  Flüssigkeit  mit  einer  Ionenzusammensetzung  ähnlich  einer 
extrazellulären Flüssigkeit, d.h. mit einer hohen Konzentration an Na
+- und Ca
2+-Ionen. 
Die hohe Konzentration an K
+-Ionen in der Scala media wird durch die verschiedenen 
Zelltypen  der  Stria  vascularis  aufrechterhalten  (Patuzzi,  2011).  Es  entsteht  somit  ein 
Potential von +80 bis +100 mV zwischen Endolymphe und Perilymphe, das sogenannte 
Endolymphpotential  (Dallos,  1992).  Da  der  apikale  Teil  der  Haarzellen  der 
Basilarmembran  mit  Endolymphe  umspült  wird  und  der  basolaterale  Teil  mit  der  K
+-
armen  Perilymphe  umgeben  ist,  ist  die  elektrochemische  Triebkraft  der  K
+-Ionen  in 
diesem  System  von  der  Endolymphe  in  das  Zellinnere  der  Haarzellen  gerichtet.  Es 
entsteht eine Potentialdifferenz von 120 bis 160 mV zwischen Endolymphpotential und 
Ruhepotential der Haarzelle (Dallos, 1992). Die drei Scalae sind helikal um den Modiolus 
gewunden.  Die  Schallwellen  werden  vom  Mittelohr  über  das  ovale  Fenster  auf  das 
Innenohr  übertragen.  Es  kommt  zu  einer  Ausbreitung  von  Druckwellen  in  allen 
Flüssigkeitsräumen  der  Cochlea,  wodurch  Vibrationen  der  Basilarmembran  und  des 
Corti-Organs entstehen. Die Ausbreitungsform gleicht einer Wanderwelle, deren Phase 
sich ausgehend von der Basis der Cochlea in Richtung Apex ausbreitet (von Békésy, 
1956;  von  Békésy,  1970).  Aufgrund  einer  sich  entlang  der  basal-apikalen  Achse 
ändernden  Morphologie  der  Basilarmembran  ändern  sich  auch  deren  mechanische 
Eigenschaften  und  es  gibt  nur  an  einem  bestimmten  Ort  der  Membran  ein 
Schwingungsmaximum für eine spezifische Reizfrequenz. Im Gegensatz zum apikalen 
Ende  der  Basilarmembran  ist  das  basale  Ende  am  ovalen  Fenster  vergleichsweise 
schmal und steif (von Békésy, 1960; Emadi et al., 2004). Die Breite der Basilarmembran 
spielt bei der Frequenz-Antwort entlang der Basilarmembran als Funktion vom Ort nur 
eine untergeordnete Rolle. Sie nimmt in Richtung Apex vergleichsweise nur wenig zu. 
Der  wichtigere  Faktor  ist  die  Steifigkeit,  die  in  Richtung  Apex  abnimmt.  In  Folge  der 
beiden  Gradienten  ergibt  sich  eine  Zunahme  des  Verhältnisses  von M a s s e  u n d  
Steifigkeit, welches die Resonanzfrequenz bestimmt. Durch diesen Gradienten wird die 
Basilarmembran  am  Apex  bei  Reizung  mit  tiefen  Frequenzen  und  an  der  Basis  mit 
hohen Frequenzen maximal ausgelenkt (Robles und Ruggero, 2001). Die Eigenschaften 
der Basilarmembran ermöglichen es, dass jede Frequenz einen spezifischen Ort hat, an 
dem  die  Amplitude  der  Wanderwelle  ihr  Maximum  erreicht.  Die  einzelnen 
Frequenzkomponenten  eines  Schallereignisses  können  somit  aufgetrennt  werden. 
Folglich kodieren die einzelnen Hörnervenfasern, die nur ganz gezielt Rezeptorzellen 
(Haarzellen) an einem spezifischen Ort der Basilarmembran innervieren, für jeweils eine 
bestimmte Frequenz optimal. Eine sich daraus ergebende Konsequenz ist, dass jede     Einleitung 
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Haarzelle  im  Bereich  der  Hörschwelle  bei  ihrer  charakteristischen  Frequenz  (CF) 
maximal  antwortet.  Die  spezielle  Anordnung  der  Frequenzen  entlang  der 
Basilarmembran wird auch als Frequenztonotopie bezeichnet. Eine weitere Information, 
die die Nervenfasern kodieren, ist die Zeitstruktur des Reizes. Die Aktionspotentiale der 
Hörnervenfasern  sind  bis  zu  einer  Frequenz  von  etwa  5  kHz  an  die  Phase  der 
Basilarmembranschwingung  gekoppelt.  Das  Prinzip  der  Tonotopie  wird  entlang  der 
aufsteigenden  Hörbahn  bis  in  die  verschiedenen  auditorischen  Zentren  des  Gehirns 
aufrechterhalten (Clopton et al., 1974). Der zentrale Teil der Hörbahn setzt sich aus den 
Nuclei cochlearis ventralis und dorsalis, den Nuclei olivarii superiores, dem Colliculus 
inferior, dem Corpus geniculatum mediale und dem primären auditorischen Kortex und 
den anderen am Hören beteiligten kortikalen Arealen zusammen (Caspary et al., 2008). 
Über die gesamte Länge der Basilarmembran verteilt sitzt das für die Transduktion der 
Schallwellen  zuständige  Sinnesepithel  der  Cochlea,  das  Corti-Organ.  Dieses 
spezialisierte Gewebe besteht aus zwei verschiedenen sekundären Sinneszellen: den 
äußeren Haarzellen (OHCs), die Vibrationen verstärken (Kachar et al., 1986; Frank et 
al.,  1999;  Ashmore,  2008)  und  den  inneren  Haarzellen  (IHCs),  die  diese  Vibrationen 
über Transmitterfreisetzung an die Nervenfasern weiterleiten (Kros, 1996; Dallos, 1996). 
Haarzellen gehören zu den Mechanorezeptoren, die Bewegungen wahrnehmen, d.h. sie 
reagieren  auch  auf  mechanische  Energie  in  Form  von  Schall  und  wandeln  die 
Reizenergie in eine Veränderung des Membranpotentials um. Das Corti-Organ besteht 
aus  einer  Reihe  IHCs  und  drei  nebeneinander  angeordneten  Reihen  OHCs. 
Pfeilerzellen, die den Cortischen Tunnel bilden, und diverse Stützzellen, wie z.B. Deiters-
Zellen oder Hensen-Zellen, komplettieren den Aufbau des Corti-Organs und dienen der 
Stabilisierung und der Versorgung der Haarzellen (Abb.1.1). Die Haarzellen tragen ihren 
Namen aufgrund der an ihrem apikalen Ende in der Cuticularplatte verankerten und zum 
Großteil  aus f i l a m e n t ö s e m  A k t i n  b e s t e h e n d e n  S t e r e o v i l l i  ( T i l n e y  u n d  T i l n e y ,  1 9 8 6 ,  
Furness et al., 2005). Üblicherweise werden diese spezialisierten Mikrovilli jedoch als 
Stereozilien  bezeichnet.  Ausgereifte  Stereozilien  sind  nach  einem  ganz  bestimmten 
Muster auf der Oberfläche der Rezeptorzellen angeordnet. Die Stereozilien der IHCs 
sind  eher  linear,  die  der  OHCs  dagegen  w-förmig  angeordnet  (siehe  Abb.1.1).  Die 
Haarzellen verfügen über ganze Stereozilienbündel, bei denen die einzelnen Stereozilien 
der Größe nach angeordnet sind. Während die Stereozilien der OHCs in die über dem 
Corti-Organ  liegende  Tektorialmembran  eingebettet  sind  (Kimura,  1966;  Tsuprun  und 
Santi, 2002, Verpy et al., 2011), konnte diese Verbindung der Stereozilien der IHCs zur 
Tektorialmembran  nicht  nachgewiesen  werden  (Lim,  1980;  Guinan  et  al.,  2012).  Die Einleitung     
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Verbindung der Stereozilien der OHCs miteinander als auch mit der Tektorialmembran 
geschieht durch das Protein Stereocilin (Verpy et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.1:  Schematischer Querschnitt der Zelltypen des Corti-Organs 
A,  Schematischer  Querschnitt  durch  eine  Windung  der  Cochlea.  SV,  Scala  vestibuli;  ST,  Scala 
tympani;  SM,  Scala  media;  RM,  Reissner-Membran;  SV,  Stria  vascularis; C O ,  C o r t i -Organ;  SG 
Ganglion spirale. B, Schematischer Querschnitt der verschiedenen Zelltypen des Corti-Organs. Dieser 
Querschnitt  wird  komplettiert  durch  eine  Aufsicht  auf  die  Zellen  und  die  jeweilige  Anordnung  der 
Stereozilien  der  inneren  und  äußeren  Haarzellen.  1  Basilarmembran;  2  Corti-Tunnel;  3 
Tektorialmembran;  4  Innere  Marginalzelle;  5  Innere  Haarzelle;  6  Innere  Pfeilerzelle;  7  Äußere 
Pfeilerzelle; 8 Äußere Haarzelle; 9 Äußere Phalangenzelle (Deiters-Zelle); 10 Äußere Marginalzelle 
(Hensen-Zelle); 11 Innere Phalangenzelle; 12 Hensen-Zellen. (nach Kubik S. in: Rauber A/Kopsch F. 
Anatomie des Menschen. Bd. III. Nervensystem, Sinnesorgane. Georg Thieme Verlag 1987) 
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Sobald sich eine Wanderwelle im Innenohr ausbreitet, wird die Basilarmembran auf und 
ab b e w e g t .  D i e  A u f w ä r t s b e w e g u n g  d e r  B a s i l a r m e m b r a n  f ü h r t  w i e d e r u m  z u  e i n e r  
Rotation des Corti-Organs um den Fuß der inneren Pfeilerzelle, einer Bewegung der 
Reticula lamina gegen den Modiolus und einer Scherung der Reticula lamina relativ zur 
Tektorialmembran (Guinan et al., 2012). Dieses komplexe Schwingungsmuster erzeugt 
eine Bewegung der Endolymphe im Bereich der IHCs. Wegen der fehlenden Verbindung 
der  Stereozilien  der  IHCs  mit  der  Tektorialmembran  werden  diese  indirekt  durch  die 
entstehende  Strömung  der  Endolymphe  ausgelenkt  (Nowotny  und  Gummer,  2006; 
Guinan et al., 2012). Die Stereozilien der OHCs werden dagegen aufgrund der direkten 
Verbindung zu der Tektorialmembran direkt ausgelenkt. Die einzelnen Stereozilien der 
Haarzellen sind durch Tip-links miteinander verknüpft (Pickles et al., 1984; Osborne et 
al.,  1988;  Goodyear  et  al.,  2005).  Kommt  es  zu  einer  Auslenkung  in  Richtung  des 
größten Ziliums, werden die Tip-links  gespannt  und  es  öffnen  sich  mechanosensitive 
Transduktionsionenkanäle in den Spitzen der Stereozilien (Hudspeth, 1989; Fettiplace 
und Hackney, 2006). Eine Auslenkung in die entgegengesetzte Richtung hingegen führt 
zu  einem  Schließen  dieser  Kanäle  (Shotwell  et  al.,  1981).  Mechanosensitive 
Transduktionskanäle  (MET)  sind  unspezifische  Kationenkanäle,  die  die  höchste 
Leitfähigkeit für Ca
2+-Ionen besitzen, jedoch auch geringere Permeabilitäten für andere 
Kationen wie K
+-Ionen aufweisen (Ohmori, 1985; Farris et al., 2004). Besonders in den 
OHCs hat der Ca
2+-Einstrom in die Stereozilien einen Einfluss, sowohl auf die schnelle 
und langsame Adaptation als auch auf die MET-Aktivierung (Ricci et al., 1998; Ricci et 
al.,  2005).  Ein  möglicher  Kandidat  für  den  MET-Kanal  könnte  ein  Mitglied  der  TRP-
Kanal-Familie (engl. transient receptor potential) sein, die erstmals in Photorezeptoren 
von  Drosophila  melanogaster b e s c h r i e b e n  w u r d e n .  D i e  I s o f o r m  T R P A  1  k o n n t e  i n  
Haarzellen von Säugetieren lokalisiert werden (Corey et al., 2004). Die exakte Identität 
des MET-Kanals bleibt zur Zeit jedoch noch unklar. Eine detaillierte Übersicht zu dem 
aktuellen Wissensstand über die am Mechanotransduktionsprozess beteiligten Moleküle 
und  wie  sie  die  Aktivität  der  Mechanotransduktionskanäle  regulieren,  wurde  kürzlich 
veröffentlicht (Kazmierczak und Müller, 2012). 
Durch den zusätzlichen, durch die elektrochemische Triebkraft bedingten Einstrom von 
K
+-Ionen in die Stereozilien kommt es zu einer Erhöhung des Membranpotentials der 
Haarsinneszellen  und  die  Zelle  wird  depolarisiert.  Da  die  apikale  Oberfläche  der 
Sinneszellen mit der kaliumreichen Endolymphe der Scala media in Kontakt steht, die 
gegenüber  der  Perilymphe  ein  Potential  von  etwa  +80  mV  aufweist,  während  die 
Haarsinneszellen  gegenüber  der  sie  basolateral  umgebenden  Perilymphe  ein Einleitung     
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zytoplasmatisch negatives Potential aufweisen, ist die elektrochemische Triebkraft der 
K
+-Ionen  in  diesem  System  von  der  Endolymphe  in  das  Zellinnere  der  Haarzellen 
gerichtet. Die Depolarisation der Haarzelle führt wiederum basolateral zu einer Erhöhung 
der  intrazellulären  Ca
2+-Konzentration,  was  eine F r e i s e t z u n g  v o n  G l u t a m a t  a u s  d e n  
sogenannten  Ribbon-Synapsen  in  den  synaptischen  Spalt  zur  Folge  hat,  wodurch 
Aktionspotentiale in den afferenten Neuronen ausgelöst werden (Ceriani und Mammano, 
2012). Synaptische Ribbons sind spezialisierte Organellen, an denen eine große Zahl 
von  synaptischen  Vesikeln  im  Bereich  der  aktiven  Zone  einer  Zelle  gebunden  sind 
(Sterling und Matthews, 2005). Durch die Anwesenheit von Ribbons an der Synapse 
kann  die  Sinneszelle  eine  hohe  Rate  anhaltender  synaptischer  Übertragung, e i n e  
koordinierte  Freisetzung  mehrerer  Vesikel  und  eine  zeitlich  präzise 
Informationsweiterleitung  gewährleisten  (Goutman  und  Glowatzki,  2007;  Neef  et  al., 
2007; Wittig und Parsons, 2008). Die durch den spannungsabhängigen L-Typ Calcium-
Kanal  des  Typs  1.3 ( C a v1.3)  in  die  Haarzelle  gelangten  Ca
2+-Ionen  steuern  die 
multivesikuläre  Ausschüttung  von  Glutamat  im  Bereich  der  aktiven  Zonen  der 
Ribbon-Synapsen  der  IHCs  (Brandt  et  al.,  2003,  Glowatzki  et  al.,  2008).  Die 
intrazellulären  K
+-Ionen  werden  letztlich  über  spannungs- u n d  C a
2+-abhängige 
Kaliumkanäle aus der Haarzelle transportiert und die Haarzelle wird somit repolarisiert 
(Hibino und Kurachi, 2006). 
Die massive afferente Innervation der IHCs steht der spärlichen afferenten Versorgung 
der OHCs gegenüber. Elektrische Signale einer einzelnen IHC werden über 10 bis 20 
afferente Fasern des Hörnervs an das Gehirn weitergeleitet (Fettiplace und Hackney, 
2006). Dagegen werden die OHCs durch Efferenzen innerviert, deren Axone cholinerge 
inhibitorische  Synapsen  an  den  basalen  Polen  der  OHCs  ausbilden  (Eybalin,  1993). 
Während  die  Rolle  der  Afferenzen  der  OHCs  noch  unklar  ist,  weiß  man,  dass  die 
Efferenzen Teil des Rückkopplungsmechanismus sind, um die Sensitivität der Cochlea 
zu  regulieren.  Dabei  können  sie  entweder  direkt  die  Haarzellen  oder  deren  afferente 
Neurone  manipulieren.  Es  gibt  jedoch  keine  Hinweise  darauf,  dass  ein  ipsilateraler 
Schaden zu einer Veränderung des kontralateralen Antwortverhaltens führt und es somit 
zu einer kontralateralen Kompensation für den ipsilateralen Hörverlust kommt (Larsen 
und Liberman, 2010). Vielmehr scheinen die Efferenzen eine entscheidende Rolle bei 
der Reduzierung von Hintergrundgeräuschen durch die Manipulation der OHCs und bei 
der  Änderung  der  Sensitivität  der  Cochlea  während  der  Fokussierung  auf  bestimmte 
Schallereignisse einzunehmen (Srinivasan et al., 2012). Zusätzlich haben die Efferenzen 
einen  neuroprotektiven  Einfluss  auf  die  Cochlea,  indem  sie  über  eine  axonale     Einleitung 
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Innervation Dopamin oder andere Substanzen an den afferenten Synapsen der IHCs 
ausschütten und diese somit vor einer Glutamatexzitotoxizität schützen (Lendvai et al., 
2011). Durch die Stimulation der efferenten Axone wird das Rezeptorpotential der IHCs 
verringert,  was  zu  einer  Abflachung  der  Frequenz-Abstimm-Kurve  führt  (Brown  und 
Nuttall, 1984). 
Die OHCs dienen dem Transduktionsprozess als sogenannter cochleärer Verstärker. Die 
Funktion des cochleären Verstärkers ist die Erhöhung der Amplitude eines Stimulus und 
der Frequenzselektivität, besonders bei Stimuli mit niedriger Intensität (Fettiplace und 
Hackney,  2006).  Einzelne  OHCs  sind  in  der  Lage  durch  unterschiedliche  elektrische 
Stimulationen, ausgelöst z.B. durch Schallereignisse, ihre Länge zu verändern (Brownell 
et  al.,  1985,  Ashmore,  1987).  Im  Gegensatz  zu  dem  kontraktilen  Mechanismus  im 
Muskel, der auf einer ATP gesteuerten Aktin-Myosin-Interaktion  beruht,  haben  OHCs 
einen  anderen  Mechanismus,  die  Elektromotilität,  entwickelt,  um  spannungsabhängig 
eine  Konformationsänderung  zu  vollziehen.  Dabei  spielt  das  Prestin,  ein 
Membranprotein,  das  zur  Familie  der  Anionen-Transporter  (SLC26)  gehört,  eine 
entscheidende Rolle (Zheng et al., 2000). Prestin ist in einer hohen Dichte in die laterale 
Membran der OHCs eingebaut (Belyantseva et al., 2000; Ashmore, 2008). Intrazelluläre 
Anionen,  insbesondere  Cl
--Ionen,  dienen  dem  Motormolekül  Prestin  als 
Spannungssensor (Oliver et al., 2001). Eine Hyperpolarisation führt zu einer Bindung 
von  intrazellulären  Cl
--Ionen  an  die  Prestinmoleküle,  wodurch  sich  deren  Oberfläche 
vergrößert und es somit zu einer Verlängerung der OHCs kommt. Werden die OHCs 
depolarisiert, dissoziieren die Cl
--Ionen vom Prestin und die Zellen verkürzen sich wieder 
(Dallos  und  Fakler,  2002).  Aufgrund  der  periodischen  Veränderungen  des 
Membranpotentials beginnen die OHCs in ihrer Länge zu oszillieren. Die Besonderheit 
des cochleären Verstärkers ist nicht nur, dass er auch bei sehr hohen Frequenzen (bis 
zu  80  kHz)  operativ  ist  (Frank  et  al.,  1999),  sondern  auch,  dass  die  Verstärkung 
nichtlinear  erfolgt  (Oxenham  und  Bacon,  2003).  Vor  allem  bei  niedrigen 
Schalldruckpegeln  kommt  es  zu  einer  Verstärkung  der  Basilarmembranauslenkung  in 
der Größenordnung von 40 - 60 dB und damit zu einer Anhebung des Eingangssignals 
(Liberman  et  al.,  2002).  Mit  steigendem  Schalldruckpegel  sinkt  die  cochleäre 
Verstärkung  durch  die  OHCs.  Eine  Deletion  des  Prestins  in  Mäusen  führt  zu  einem 
Verlust  der  Elektromotilität  der  OHCs  und  einem  damit  verbundenen  Verlust  der 
cochleären  Sensitivität  um  das  100fache  und  mehr,  ohne  dabei  den  weiteren 
mechanoelektrischen Transduktionsprozess zu beeinträchtigen (Liberman et al., 2002; 
Cheatham et al., 2004).  Einleitung     
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1.2  Kaliumzirkulation im Innenohr 
 
Kaliumkanäle, bzw. Kaliumionen an sich, spielen bei der Funktion des Innenohrs eine 
ganz  entscheidende  Rolle. S i e  s i n d  w e sentlich  an  der  Aufrechterhaltung  der  hohen 
Kaliumkonzentration in der Endolymphe und dadurch an dem endocochleären Potential 
und der Funktion der Rezeptorzellen beteiligt. Eine ganze Reihe von unterschiedlichen 
Kaliumkanälen werden ganz spezifisch in den einzelnen Kompartimenten des komplex 
aufgebauten Transduktionsapparats des Innenohrs exprimiert. 
Die komplexe, über Ionenkänale gesteuerte Signaltransduktion im Innenohr ist intensiv 
untersucht  und  in  weiten  Teilen  schon  beschrieben  (Hibino  und  Kurachi,  2006; 
Gabashvili et al., 2007; Lang et al., 2007). 
Der Kalium-Kreislauf im Innenohr beginnt zunächst mit dem Einstrom von K
+-Ionen über 
mechanosensitive Kationenkanäle, die an den Spitzen der Stereozilien sitzen, aus der 
Endolymphe in die Haarzellen. Die damit einhergehende Erregung der Haarzellen führt 
zu  einem  Öffnen  von  Kaliumkanälen,  die  für  die  Repolarisation  von  entscheidender 
Bedeutung  sind.  Über  solche  basolateral  gelegene  Kaliumkanäle,  wie  den 
spannungsabhängigen Kaliumkanal KV7.4 (KCNQ4) und Calcium aktivierte Kaliumkanäle 
(BK)  gelangen  die  K
+-Ionen  aus  den  Haarzellen  in  die  Perilymphe.  Die  in  den 
Stützzellen,  den  sogenannten  Deiter-Zellen,  exprimierten  K
+,Cl
--Cotransporter  (KCC3 
und KCC4) und der einwärts gleichrichtende Kaliumkanal Kir4.1 (KCNJ10) sorgen dafür, 
dass das Kalium aus der Perilymphe wieder aufgenommen und auf zellulärer Ebene 
weitertransportiert wird (Hibino et al., 1997; Boettger et al., 2002; Boettger et al., 2003). 
Die K
+-Ionen werden von Fibrozyten des Typs II und IV über die Na
+-K
+-ATPase und den 
Na
+-K
+-2Cl
--Cotransporter  (NKCC1)  aufgenommen  und  zu  den  Zellen  der  Stria 
vascularis  transportiert  (Schulte  und  Steel,  1994;  Sakaguchi  et  al.,  1998).  Die  Stria 
vascularis  besteht  aus  den  drei  Zelltypen  Marginalzellen,  Intermediärzellen  und 
Basalzellen  und  ist  maßgeblich  an  der  Bildung  und  Aufrechterhaltung  des 
endocochleären Potentials beteiligt (Wangemann, 2002). Hier werden die K
+-Ionen mit 
einem  hohen  energetischen  Aufwand  entgegen  des  Konzentrationsgradienten  in  die 
Endolymphe der Scala media zurücktransportiert (Patuzzi, 2011). 
Die Kaliumzirkulation im Innenohr basiert allerdings nicht rein auf Kaliumkanälen und 
Transportern, sondern wird durch Transmembranproteine, sogenannten gap junctions, 
Zell-Zell-Kontakte,  durch  die  kleine  Moleküle ( < 1  k D a )  u n d  I o n e n  f r e i  d i f f u n d i e r e n  
können,  komplettiert  (Kikuchi  et  al.,  2000).  Die  Zellen  bilden  somit  über  die  gap     Einleitung 
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junctions, beispielsweise Connexin26 (Cx26) oder Connexin30 (Cx30), ein funktionelles 
elektrisches Synzytium (Lautermann et al., 1998). Um zu verhindern, dass Ionen und 
Proteine  zwischen  den  einzelnen  Zellkompartimenten  willkürlich  diffundieren  können, 
sind sogenannte tight junctions zwischen jeweils benachbarten Zellen zum Abdichten 
eingebaut (Gow et al., 2004). Nur somit kann die Endolymphe, reich an K
+-Ionen aber 
arm an Na
+- und Ca
2+-Ionen, von der sie umgebenden Perilymphe, vergleichbar einer 
normalen extrazellulären Flüssigkeit, separiert werden.  
 
 
1.3  Hörstörungen 
 
Eine Beeinträchtigung des Hörvermögens kann vererbt oder durch verschiedene äußere 
Faktoren  ausgelöst  werden.  Komplikationen  während  der  Geburt,  diverse 
Infektionskrankheiten, ototoxische Substanzen, Lärmexposition oder Alterungsprozesse 
können zu einer Verminderung des Hörvermögens führen. 
Im Jahr 2004 waren schätzungsweise über 275 Millionen Menschen weltweit von einem 
milden  bis  schweren  Hörverlust  betroffen  (World  Health  Organisation,  WHO  2012). 
Neuesten Erkenntnissen zufolge schätzt die WHO, dass ca. 40% der Menschen über 
65 Jahre an einer Schwerhörigkeit leiden. Über 75 Jahre sollen es sogar an die 75% 
sein.  Damit  ist  die  Altersschwerhörigkeit  nach  Arthritis  und  Bluthochdruck  die 
dritthäufigste  Erkrankung  in  der  alternden  Gesellschaft.  Laut  einer  epidemiologischen 
Studie von W. Sohn, die im Jahre 2001 veröffentlicht wurde, haben 19% der Deutschen 
über 14 Jahre eine Hörbeeinträchtigung. Das entspricht 13,3 Millionen Menschen allein 
in Deutschland. Da Kinder in dieser Studie nicht erfasst wurden und das Kriterium für 
eine Verminderung des Hörvermögens bei einer Schwellenanhebung um mindestens 40 
dB  lag,  dürfte  die  Gesamtzahl  der  Hörgeschädigten  innerhalb  der  Bevölkerung  noch 
höher  liegen.  Mit  steigendem  Alter  nimmt  auch  der  prozentuale  Anteil  der 
Hörgeschädigten zu. In der Altersklasse ab 50 Jahren liegt der Prozentsatz bei 25% und 
steigt  bei  Menschen  über  70  Jahren  sogar  auf  54%.  Man  spricht  von  einer 
Schwerhörigkeit bei einem Hörverlust von >20 dB (Tab. 1.1). Dieser kann durch zwei 
Arten beschrieben werden, abhängig davon welcher Teil des Ohrs betroffen ist. Zum 
einen  gibt  es  die  Schallleitungsstörungen.  In  diesem  Fall  ist  die  Weiterleitung  der 
Schallwellen  durch  das  Außen- u n d  M i t t e l o h r  b e t r o f f e n ,  z . B .  d u r c h  e i n e  
Mittelohrentzündung  (Otitis  media),  Verletzungen  des  Trommelfells  oder  krankhafte 
Veränderungen der Gehörknöchelchen. Diese Ursachen der Schwerhörigkeit sind in der Einleitung     
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Regel  medikamentös  oder  operativ  gut  therapierbar.  Zum  anderen  können  auch 
Schallempfindungsstörungen  (sensorineural)  als  Ursache  für  eine  Schwerhörigkeit 
auftreten.  Hier  liegen  die  Hauptursachen  in  den  Industrieländern  vor  allem  in  der 
Lärmexposition und in Alterungsprozessen, die zur Degeneration des Corti-Organs und 
einer damit verbundenen Schwerhörigkeit führen (Presbyakusis). Bei dieser Form liegt 
der Defekt im Innenohr bzw. der aufsteigenden Hörbahn. In aller Regel kommt es zu 
einer  permanenten  Schwerhörigkeit,  für  die  es  momentan  nur  sehr  wenige 
Therapieansätze  gibt.  In  Entwicklungsländern  sind  die  Ursachen  deutlich  in  Richtung 
Infektionserkrankungen  verschoben.  Die  Schäden,  die  im  Rahmen  der 
Schallempfindungsstörungen auftreten, sind in der Klasse der Säugetiere im Gegensatz 
zu den Schallleitungsstörungen wesentlich gravierender und zum Teil, insbesondere bei 
Schädigung  der  Rezeptorzellen  im  Innenohr,  irreversibel,  da  sich  die  Haarzellen  im 
Laufe  der  Ontogenese  des  Innenohrs  sehr  spezifisch  differenzieren  und  dabei  ihre 
Regenerationsfähigkeit  verlieren.  Letztendlich  beruhen  diese  Hörstörungen  auf 
Stoffwechselvorgängen in den verschiedenen Zellen des Gehörapparats. Es kann auch 
zu  einer  kombinierten  Schwerhörigkeit  aus  Schallleitungsstörungen  und 
Schallempfindungsstörungen  kommen,  z.B.  ausgelöst  durch  eine  chronische 
Mittelohrentzündung, die sich im weiteren Verlauf auf das Innenohr ausbreitet und dort 
zu einem Haarzellschaden führt.  
Der  Grad  der  Schwerhörigkeit  einer  Person  wird  daran  gemessen,  wie  laut  ein  Ton 
während einer audiometrischen Testung sein muss, damit der Proband den Ton gerade 
noch  hören  kann.  Laut  der  Organisation  „Hearing  Loss  Association  of  America“  oder 
auch der europäischen Expertengruppe „EU Concerted Action on Genetics of Hearing 
Impairments“ gibt es folgende Klassifikation: 
 
Hörverlust 
(dB HV) 
Schwerhörigkeitsgrad 
0-20  Normalhörigkeit 
20-40  geringgradige Schwerhörigkeit 
40-70  mittelgradige Schwerhörigkeit 
70-90  hochgradige Schwerhörigkeit 
90-100  an Taubheit grenzend 
>100  Taubheit 
Tabelle 1.1:  Einteilung der Schwerhörigkeitsgrade in Abhängigkeit vom Hörverlust      Einleitung 
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Eine Beeinträchtigung des Hörvermögens kann die Lebensqualität deutlich beeinflussen. 
Abhängig davon, wann eine Schwerhörigkeit bei einem Menschen eintritt und wie stark 
und schnell der Verlauf ist, kann sie unterschiedliche Auswirkungen haben, bis hin zu 
sozialer  Isolation  und  sogar  Depressionen.  Bei  Kindern  führt  sie  häufig  zu  einer 
verzögerten  Entwicklung  der  Sprache  und  kognitiver  Fähigkeiten  (Pimperton  und 
Kennedy, 2012). Betroffene Erwachsene haben oftmals Probleme in ihrem alltäglichen 
Leben,  vor  allem  was  das  Ausüben  ihres  Berufs  angeht.  Die  Beeinträchtigung  des 
Hörvermögens  bringt  ein  schlechteres  Sprachverständnis,  insbesondere  bei 
Umgebungsgeräuschen, ein schlechteres räumliches Hören und häufig Tinnitus mit sich 
(Gates, 2005). 
 
 
1.3.1  Presbyakusis 
 
Als häufigste Form des Hörverlusts gilt die Altersschwerhörigkeit (Presbyakusis). Etwa 
40%  der  Menschen  ab  dem  37.  Lebensjahr  sind  davon  betroffen  (Ries,  1994).  Die 
Presbyakusis  ist  eine  sensorineurale,  beidseitige  Innenohrschwerhörigkeit,  deren 
Ursache viele verschiedene Faktoren unterliegen können. Aufgrund von audiologischen 
und  histologischen  Untersuchungen  wird  die  Presbyakusis  in  vier  verschiedene 
Grundtypen  unterteilt.  Der  sensorische  Typ  geht  mit  einer  Haarzelldegeneration  und 
einem  Hochtonabfall  einher.  Der  neuronale  Typ  ist  durch  eine  Degeneration  der 
Ganglienzellen  gekennzeichnet.  Der  metabolische  Typ  beruht  auf  einer  Atrophie 
(Gewebsschwund)  der  Stria  vascularis.  Der  letzte  der  vier  Grundtypen,  der 
Innenohr-Schallleitungstyp,  ist  durch  eine  Versteifung  der  Basilarmembran 
gekennzeichnet  (Schuhknecht,  1964).  Es  ist  jedoch  zu  bedenken,  dass  die  einzeln 
aufgeführten  Typen  auch  koexistieren  können.  In  Audiogrammen  zeigt  sich  der 
Hörverlust  zunächst  in  den  hohen  Frequenzen,  die  im  basalen  Teil  der  Cochlea 
verarbeitet werden. Mit zunehmender Presbyakusis breitet sich der Schaden weiter zu 
den  tiefen  Frequenzen  hin  aus,  in  Richtung  des  sogenannten  Apex  der  Cochlea. 
Vergleichbar  zu  dem  elektrophysiologischen  Schädigungsmuster  der 
Altersschwerhörigkeit  beginnt  der  Haarzellverlust  ebenfalls  an  der  Basis  der  Cochlea 
und dehnt sich allmählich mit zunehmendem Alter in Richtung Apex aus (Soucek et al., 
1987). Der Haarzelltod kann sowohl durch den programmierten Zelltod (Apoptose) als 
auch passiv in Form einer Entzündungsreaktion (Nekrose) hervorgerufen werden (Hu et 
al., 2000; Lefebvre et al., 2002).  Einleitung     
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Durch Untersuchungen von Bewohnern im Sudan bzw. von Eskimos im Vergleich zu 
gleichaltrigen  Probanden  in  Industrienationen  konnte  gezeigt  werden,  dass  Lärm  und 
Arteriosklerose  die  wesentlichen  Umweltfaktoren  sind,  die  zur  Entstehung  der 
Presbyakusis beitragen (Rosen et al., 1962; Canterbury, 1978). Die Bewohner im Sudan 
bzw. Eskimos weisen weder Überernährung auf noch sind sie starkem Lärm ausgesetzt, 
was  zu  einem  deutlich  besseren  Hörvermögen  im  Alter  führt.  Als  mögliche 
Pathomechanismen  der  Presbyakusis  gelten  Ischämie/Hypoxie,  oxidativer 
Stress/Radikalbildung, Zelltod und mitochondriale DNA Mutationen aber auch generelle 
Stoffwechselstörungen wie Diabetes mellitus (Mazurek et al., 2008). 
 
 
1.3.2  Schalltrauma 
 
Akute  Hörbeeinträchtigungen  durch  strukturelle  Schädigung  der  Haarzellen  oder 
schwere  metabolische  Störungen  im  Innenohr  sind  vielfach  bedingt  durch  eine 
traumatische Lärmexposition. Innerhalb der umweltbedingten Faktoren ist Lärm neben 
den ototoxischen Substanzen die am besten untersuchte und dokumentierte Ursache für 
Hörverluste. Dabei ist zwischen einem Knalltrauma, einer kurzzeitigen Schallexposition 
mit sehr hohen Schalldruckpegeln meist über 140 dB, z.B. Gewehr oder Feuerwerk, und 
einem  Schall- o d e r  L ä r m t r a u m a ,  r e l a t i v  h o h e  S c h a l l d r u c kpegel  über  einen  längeren 
Zeitraum, z.B.  langjährig am Arbeitsplatz, aber auch Konzert oder Diskotheken-Besuch, 
zu  unterscheiden.  Je  nach  Dauer  und  Intensität  der  Lärmexposition  können  die 
auftretenden Schäden reversibel, man spricht von einem vorübergehenden Hörverlust 
(TTS)  oder  irreversibel,  dauerhafter  Hörverlust  (PTS),  sein.  Mit  andauernder 
Erholungszeit nach einer Lärmexposition kann sich ein milder TTS wieder erholen und 
die  Hörschwelle  erreicht  erneut  den  Wert  vor  der  Beschallung.  Kommt  es  nach  der 
Beschallung nicht zu einem völligen Rückgang des TTS, so spricht man von einem PTS. 
Im Tiermodell misst man den TTS in der Regel 0-24 Stunden nach einer Beschallung, 
während der PTS 2-3 Wochen nach der Beschallung gemessen wird. Die Frage nach 
den  dem  TTS  und  PTS  zugrunde  liegenden  Mechanismen  wird  noch  diskutiert 
(Nordhammer et al., 2000). Es scheint verschiedene Arten von Schallschäden zu geben. 
Diese Schäden können im Corti-Organ, an Synapsen und Nervenfasern, im Ligamentum 
spirale,  in  der  Stria  vascularis  und  im  Limbus  auftreten.  Das  Risiko,  einen  durch 
Lärmexposition  bedingten  Hörverlust  zu  erleiden,  wächst  mit  der  Amplitude  und  der 
Dauer  der  Belastung.  Bei  sehr  hohen  Schalldruckpegeln  (>140  dB  SPL)  kommt  es     Einleitung 
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aufgrund der hohen Energie zu einem sofortigen, mechanischen Schaden der Cochlea, 
wobei das Corti-Organ von der Basilarmembran gerissen wird. Bei moderatem Lärm fällt 
der Schaden entsprechend geringer aus. Oftmals beginnt er mit einer Unordnung der 
Stereozilien  und  verschlimmert  sich  bei  länger  andauernder  oder  wiederholter 
Beschallung  bis  hin  zum  Haarzellverlust  (Bohne,  1976).  Das  Ohr  scheint  ein 
schalltraumatisches Gedächtnis zu haben, da nach wiederholter Lärmexposition, trotz 
zwischenzeitlicher  Erholung,  das  Risiko  steigt,  einen  dauerhaften  Schallschaden  zu 
erleiden.  Das  Schädigungsrisiko  ist  für  die  einzelnen  Frequenzen  des  menschlichen 
Hörbereichs unterschiedlich hoch. Am stärksten ist die Region um 4 kHz betroffen, dann 
folgen die Frequenzen 3 und 6 kHz (Plontke und Zenner, 2004). 
In wie weit sich ein möglicher gehörschädigender Einfluss von chronischem Freizeitlärm, 
z.B.  das  Verwenden  von  tragbaren  Medienabspielgeräten  oder  der  Besuch  von 
Diskotheken  oder  Rockkonzerten,  insbesondere  bei  Jugendlichen  und  jungen 
Erwachsenen auf deren akutes Hörvermögen auswirkt ist erst ansatzweise untersucht. 
Bisher  konnte  gezeigt  werden,  dass  das  Verwenden  von  tragbaren 
Medienabspielgeräten das Risiko für einen schallinduzierten Hörverlust erhöht und auch 
ein Diskotheken- oder Konzertbesuch zu einer Hörbeeinträchtigung führen kann (Fligor, 
2009; Derebery et al., 2012). Die Auswirkungen des chronischen Freizeitlärms, vor allem 
auf lange Sicht, auf die Altersschwerhörigkeit, bleibt in weiten Teilen noch völlig unklar. 
Die Koexistenz und das Zusammenwirken von Presbyakusis und dem Hörverlust durch 
Schalltraumata  sind  nur  wenig  untersucht  und  die  zugrunde  liegenden  Mechanismen 
kaum verstanden. Da solche Untersuchungen am Menschen nur schwer durchzuführen 
sind, ist die Maus mittlerweile der vorherrschende Modellorganismus in der gesamten 
Hörforschung.  Schon  im  Jahre  1960  wurde  erstmals  das  Alter  als  eine  Ursache  für 
Schwerhörigkeit  in  verschiedenen  Mäusestämmen  beschrieben  (Kocher,  1960). 
Unterschiedlich starke Anfälligkeiten für durch Lärm induzierten Hörverlust in diversen 
Mäuselinien wurden 1982 von Henry festgestellt. 
Die Mauslinie C57Bl/6 ist ein gerne verwendetes Tiermodell für einen früh eintretenden 
Hörverlust  (Li  und  Borg,  1991).  Das  Schädigungsmuster  in  diesem  Tiermodell  läuft 
ähnlich zum Verlauf der humanen Presbyakusis ab. Die Rezeptorzellen der Cochlea, die 
dafür sorgen, dass der Schall in elektrische Erregung umgewandelt wird bzw. diese zu 
verstärken,  sind  von  der  Presbyakusis  betroffen.  Dabei  ist  der  Verlust  der  OHCs 
wesentlich massiver und tritt früher ein  als  jener  der  IHCs.  Die  Haarzelldegeneration 
setzt  bei  den  C57Bl/6-Mäusen  extrem  früh  ein,  resultierend  in  einem  vollständigen 
Haarzellverlust im Alter von etwa 24 Monaten (Li und Hultcrantz, 1994; Spongr et al., Einleitung     
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1997).  Dagegen  ist  die  Mauslinie  CBA/Ca  ein  Modellorganismus  für  einen  sehr  spät 
einsetzenden,  langsam  voranschreitenden  Hörverlust,  der  erst  im  Alter  von  etwa 
18 Monaten beginnt (Li und Borg, 1991). 
Innerhalb  der  Tiermodelle  sind  Mäuse  auch  besonders  empfindlich  gegenüber  Lärm 
(Ohlemiller,  2006).  So  benötigt  die  Stammlinie  C57Bl/6  lediglich  eine  zehnminütige 
Beschallung  mit  Breitbandrauschen  von  110  dB  SPL,  um  einen  signifikanten  und 
dauerhaften Schallschaden zu erleiden (Ohlemiller et al., 2000). In einer Studie konnte 
gezeigt  werden,  dass  Tiere,  die  man  einem  moderaten,  kurzzeitigen  Lärm  aussetzt, 
vornehmlich das Knicken der Stützzellen und das Entkoppeln der Haarzellstereozilien 
von der Tektorialmembran als strukturelle Korrelate des TTS zeigen. Zeigt sich in der 
Folge ein PTS, so sind dessen strukturelle Korrelate erst nach einiger Zeit zu erkennen, 
nicht aber direkt nach der Beschallung (Nordmann et al., 2000). Der PTS äußert sich in 
einem  Verlust  der  Haarzellen,  besonders  der  OHCs,  und  einer  Degeneration  der 
Nervenfasern der inneren und äußeren Haarzellen (Liberman und Beil, 1979; Bohne und 
Clark, 1982). Diese Daten legen nahe, dass der TTS vorwiegend durch früh auftretende, 
reversible,  strukturelle  Änderungen  entsteht,  während  der  PTS  auf  späteren 
zellmetabolischen Prozessen beruht. 
Es ist bekannt, dass sowohl Menschen als auch Tiere, die Lärm ausgesetzt sind, der nur 
aus  einer  Frequenz  oder  einem  schmalen  Frequenzband  besteht,  den  maximalen 
Hörverlust  nicht  exakt  bei  dieser  Frequenz  entwickeln.  Nach  einer  schädigenden 
Lärmexposition  tritt  bei M e n s c h e n  d i e  m a x i m a l e  S c h w e l l e n a n h e b u n g  i m  
Frequenzbereich  zwischen  einer  bis  anderthalb  Oktaven  oberhalb  der 
Beschallungsfrequenzen auf (Davis et al., 1950; Mills et al., 1970). Bei Mäusen liegt die 
maximale Schwellenanhebung bei bis zu zwei Oktaven über der Beschallungsfrequenz 
(Henry, 1984). Die Gründe für diese Frequenzverschiebung und deren Abhängigkeit von 
der Art sind bislang unbekannt. 
 
 
1.3.3  Therapieansätze für Hörstörungen 
 
Während es heutzutage sehr gute Möglichkeiten gibt eine durch Schallleitungsstörungen 
hervorgerufene  Schwerhörigkeit  zu  therapieren,  sind  die  gegenwärtigen 
Behandlungsmöglichkeiten  von  chronischem  Hörverlust,  bedingt  durch  eine 
Schallempfindungsstörung, stark limitiert. Momentan ist nur der Einsatz von akustischen 
Hörgeräten,  die  den  Schall  verstärken,  um  bei  partiellem  Hörschaden  den     Einleitung 
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Schwellenverlust  auszugleichen,  oder  die  Implantation  elektronischer  Hörimplantate, 
sogenannter Cochlea-Implantate, bei noch vorhandenem tieffrequentem Resthören oder 
völliger Gehörlosigkeit, möglich. Ein großes Thema der medikamentösen Behandlung 
von Innenohrschäden ist die Applikation von spezifischen Substanzen mit bestimmten 
Konzentrationen über einen definierten Zeitraum. Die lokale Applikation ist nicht nur eine 
technische Herausforderung, da die Cochlea von Knochen umgeben im Felsenbein liegt, 
das Risiko, durch die lokale Behandlung ein zusätzliches Trauma zu erzeugen ist groß. 
Eine Veränderung der speziellen Flüssigkeiten im Innenohr birgt immer das Risiko eines 
dauerhaften  Schadens  oder  sogar  Hörverlusts.  Als  Applikationsformen  gibt  es  die 
systemische, die intracochleäre und die lokale Gabe von Substanzen. Der Nachteil der 
systemischen  Gabe,  dass  die  verabreichte  Substanz  in  allen  Geweben  des  Körpers 
Nebenwirkungen verursachen kann, wird durch eine lokale Applikation minimiert. Bei der 
lokalen Applikation wird in der Regel mit Hilfe eines Zugangs durch das Trommelfell ein 
Depot  vor  dem  runden  Fenster  platziert.  Dabei  bleibt  das  Innenohr  völlig  unberührt. 
Allerdings limitiert der geringe Platz im Mittelohr die Menge des Medikaments und macht 
es somit schwierig über einen längeren Zeitraum zu behandeln. Außerdem ist es sehr 
komplex die effektive, tatsächlich wirkende Konzentration einzustellen und die Verteilung 
der  Substanz  entlang  der  baso-apikalen  Achse  der  Cochlea  zu  regulieren.  Es  ist 
weiterhin möglich, für den Fall, dass Cochlea-Implantate eingesetzt werden, diese mit 
einer  Substanz  zu  beladen  oder  zu  beschichten,  um  einen  weiteren,  z.B.  durch  die 
Elektrode verursachten Schaden zu minimieren (Borkholder, 2008; Swan et al., 2008; 
McCall et al., 2010).  
Diverse  Applikationsformen  werden  bereits  im  Tiermodell  untersucht  und 
weiterentwickelt, sind jedoch noch weit davon entfernt als Therapie für Hörstörungen 
beim Menschen zum Einsatz zu kommen. 
Die  Grundlagenforschung  ist  damit  beschäftigt,  die  Funktionsweise  des  Gehörorgans 
noch  detaillierter  als  bisher  zu  untersuchen  und  zu  verstehen,  um  daraus  mögliche 
Therapien abzuleiten. Mittlerweile sind Mäuse in der Hörforschung die am häufigsten 
verwendeten Versuchstiere, gemessen anhand von Publikationen pro Jahr (Ohlemiller, 
2006).  Sie  sind  nicht  nur  klein  und  damit  gut  zu  halten,  aufgrund  ihrer  recht  kurzen 
Lebensdauer  lassen  sich  altersabhängige  Veränderungen  über  einen  verhältnismäßig 
kurzen Zeitraum untersuchen. Der Verlauf und die zugrunde liegenden Mechanismen 
der Presbyakusis von Mäusen ähneln sehr dem Ablauf der Altersschwerhörigkeit beim 
Menschen.  Was  die  Anfälligkeit  gegenüber  Lärm  angeht,  so  zeigen  unterschiedliche 
Stammlinien eine große Variation, innerhalb einer Stammlinie ist die Streuung jedoch Einleitung     
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gering.  Wegen  des  relativ  kurzen  Reproduktionszyklus  werden  zunehmend  genetisch 
veränderte  Mäusestämme  in  der  Grundlagenforschung  herangezogen,  die  eine 
veränderte  Hörfunktion  aufweisen,  um  als  Tiermodell  für  Hörschäden  zu  dienen,  die 
auch beim Menschen bekannt sind (Chatterjee und Lufkin, 2011). 
Es  gibt  viele  therapeutische  Ansätze,  die  zur  Minderung  eines  akuten  Hörverlusts 
beitragen sollen. Allerdings existiert keine zuverlässige Pharmakotherapie. Das Ziel ist, 
die metabolischen Prozesse der Zellschädigung und der Apoptose bzw. der Reparatur 
und Erholung zu verstehen und gezielt pharmakologisch in die jeweiligen Vorgänge zu 
intervenieren. Dabei könnte man in folgende Schutzmechanismen oder zellschädigende 
Prozesse  eingreifen:  antioxidativ d u r c h  S a u e r s t o f f r a d i k a l f ä n g e r  ( U d i l o v a  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  
antiinflammatorisch d u r c h  e i n e  C o r t i s o n -Gabe  (Lamm  und  Arnold,  1999), 
antiexzitotoxisch durch NMDA-Rezeptor-Blocker, insbesondere durch Magnesium-Ionen 
(Joachims  et  al.,  1993;  Haupt  et  al.,  2003),  antiapoptotisch d u r c h  s p e z i f i s c h e  
Proteasenhemmer (Lefebvre et al., 2002). 
Zum  aktuellen  Zeitpunkt  ist  es  Wissenschaftlern  immer  noch  nicht  möglich 
funktionsfähige Haarsinneszellen zu regenerieren. Es wird jedoch mit Nachdruck daran 
gearbeitet,  die  fehlende  spontane  Regenerationsfähigkeit  der  Haarzellen  durch  den 
Einsatz von gentherapeutischen Methoden zu überwinden oder durch Transplantation 
von  undifferenzierten  Zellen  in  das  Innenohr,  eine  Neubildung  von  Haarzellen  zu 
induzieren (Parker und Cotanche, 2004). Diese Forschungsansätze wurden bisher am 
besten am Vogel untersucht und beruhen unter anderem darauf, dass die Vögel nach 
einem  akustischen  oder  ototoxischen  Trauma  und  einer  damit  verbundenen 
Haarzelldegeneration in der Lage sind, Haarzellverluste durch Teilung von Stützzellen zu 
kompensieren  und  somit  Haarzellen  zu  regenerieren  (Janas  et  al.,  1995).  Eine  sehr 
vielversprechende Arbeit auf dem Gebiet der Haarzellregeneration ist die Untersuchung 
des  Atoh1-Gens  (Math1-Gen  in d e r  M a u s ) .  D i e s e s  G e n  k o d i e r t  e i n e n  
Transkriptionsfaktor,  der  die  Entwicklung  von  Haarsinneszellen  aus  Stützzellen  der 
Cochlea  induziert  (Lustig  und  Akil,  2012).  Verschiedene  Studien  konnten  eine 
Regeneration  von  Haarzellen  durch  die  virale  Gabe  von  Math1 i n  M ä u s e n  z e i g e n  
(Izumikawa  et  al.,  2005;  Praetorius  et  al.,  2010).  Stefan  Heller  und  Kollegen 
veröffentlichten  kürzlich  ein  Protokoll,  das  beschreibt,  wie  man  aus  pluripotenten 
Stammzellen  der  Maus  mechanosensitive  haarzellähnliche  Zellen  mit  Stereozilien 
differenzieren kann (Oshima et al., 2010). Diese Möglichkeiten der Haarzellregeneration 
sind jedoch noch weit davon entfernt, als Therapie zum Einsatz zu kommen.     Einleitung 
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Es ist nicht nur entscheidend zu wissen, welche Gene in die Entwicklung und Ausreifung 
von  Haarzellen  involviert  sind,  sondern  auch,  wie  und  vor  allem  unter  welchen 
strukturellen  und  zeitlichen  Rahmenbedingungen  die  Genprodukte  miteinander 
interagieren  (Cotanche  und  Kaiser,  2010).  Will  man  Hörstörungen  in  Zukunft  heilen 
können,  ist  es  unerlässlich,  die  Funktionsprinzipien  des  normalen  und  gestörten 
Gehörapparats zu verstehen. 
 
 
1.4  Mausmodelle in der Hörforschung 
 
Mittlerweile  ist  eine  Vielzahl  von  Ionenkanal  defizienten  Mäusen  als  Modelle  für 
Hörstörungen untersucht und charakterisiert. Die meisten Ionenkanal-Knockouts führen 
zu funktionellen Verlusten. 
Ein Kanal, der bei der Aufrechterhaltung des endocochleären Potentials eine wichtige 
Rolle  spielt,  ist  der  Kaliumkanal  Kir4.1  (KCNJ10),  der  der  Familie  der  einwärts 
gleichrichtenden K
+-Kanäle angehört und in den Stützzellen und den Zellen der Stria 
vascularis  exprimiert  wird.  Der  Defekt  dieses  Kanals  führt  zu  einem  Verlust  des 
endocochleären  Potentials  und  einer  damit  verbundenen  Taubheit.  Das  Volumen  der 
Endolymphe  und  deren  Kaliumkonzentration  sind  deutlich  reduziert  (Marcus  et  al., 
2002).  
Ein weiterer gut untersuchter Kaliumkanal im Innenohr ist der Kv7.4 (KCNQ4), der in die 
Familie der spannungsabhängigen Kaliumkanäle gehört und in den OHCs lokalisiert ist. 
Mäuse, denen dieser Kanal fehlt, entwickeln grundsätzlich ein normales Hörvermögen, 
erleiden jedoch innerhalb weniger Wochen einen progressiven Hörverlust resultierend in 
einer Schwellenanhebung von etwa 50 bis 60 dB. Damit verbunden ist eine selektive 
Degeneration  der  OHCs.  Dies  zeigt,  dass  dieser  Kanal  zwar  keinen  Einfluss  auf  die 
grundlegende Haarzellfunktion hat, für den Erhalt des Hörvermögens jedoch von großer 
Bedeutung ist (Oliver et al., 2003; Kharkovets et al., 2006).  
Während K
+-Ströme der OHCs hauptsächlich durch KCNQ4-Kanäle getragen werden 
(Mammano  und  Ashmore,  1996;  Marcotti  und  Kros,  1999),  wird  der  Großteil  der 
K
+-Ströme  der  IHCs  durch  Ca
2+- u n d  s p a n n u n g s a k t i v i e r t e  K
+-Kanäle  (BK-Kanäle) 
bestimmt (Kros et al., 1998; Oliver et al., 2006). Mäuse mit einem Defekt im BK-Kanal 
kodierenden  Genabschnitt  erleiden  einen  fortschreitenden  hochfrequenten  Hörverlust 
beginnend  ab  der  achten  Lebenswoche,  der  jedoch  überraschenderweise  eher  mit 
einem Verlust an OHCs als an IHCs einhergeht (Rüttiger et al., 2004). Einleitung     
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Nicht  nur  K
+-Kanäle  spielen  eine  wichtige  Rolle  bei  dem  Transduktionsprozess  im 
Innenohr,  auch  Ca
2+-Kanäle  sind  daran  beteiligt.  Der  spannungsabhängige  L-Typ 
Calcium-Kanal  des  Typs  1.3  (Cav1.3)  steuert  die  Exozytose  des  Neurotransmitters 
Glutamat in den inneren und äußeren Haarzellen. Durch den Einstrom von Ca
2+-Ionen 
im Verlauf einer Depolarisation einer Haarzelle kommt es zur Freisetzung von Glutamat 
an  den  afferenten  Synapsen.  Cav1.3-defiziente  Mäuse  sind  aufgrund  der  fehlenden 
präsynaptischen Ca
2+-Ströme und einer damit verbundenen Degeneration von inneren 
und äußeren Haarzellen taub (Platzer et al. 2000; Brandt et al., 2003; Dou et al., 2004). 
Es könnten noch eine Menge weiterer Beispiele genannt werden, bei denen der Defekt 
eines  Ionenkanals  oder  Transporters  zu  einem  Hörverlust  führt.  Zur K o m p l e t t i e r u n g  
sollen  hier  noch  die  KCC3- u n d  K C C 4 -KO,  sowie  die  Connexin26- u n d  
Connexin30-Defizienz  erwähnt  sein,  die  unter  anderem  jeweils  auch  zu  einer 
schwerwiegenden Hörbeeinträchtigung führen (Boettger et al., 2002; Cohen-Salmon et 
al., 2002; Boettger et al., 2003; Teubner et al., 2003). 
Es  gibt  jedoch  paradoxerweise  auch  Mausmodelle,  bei  denen  ein  Knockout  und 
Funktionsverlust  eines  Ionenkanals  nicht  zu  einem  funktionellen  Verlust  führt. 
Beispielsweise in ATP-abhängigen-Kaliumkanal-defizienten Mäusen (Kir6.2-KO) konnte 
gezeigt  werden,  dass  der  Knockout  des  Kir6.2-Kanals  in  höchstem  Maße  gefährdete 
dopaminerge Neurone des Gehirns in einem Mausmodell für Morbus Parkinson schützt 
(Liss et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass der Knockout die Funktion der ATP-
abhängigen  Kaliumkanäle  als  Promotoren  bei  langzeitigen  neurodegenerativen 
Prozessen aufhob. 
 
 
1.5  ATP-abhängige Kalium (KATP) Kanäle 
 
ATP-abhängige Kaliumkanäle (KATP) spielen eine wichtige Rolle bei diversen zellulären 
Prozessen, wie beispielsweise der Sekretion oder der Muskelkontraktion, indem sie den 
metabolischen Zustand einer Zelle mit deren Membranpotential verknüpfen. KATP-Kanäle 
sind somit metabolische Sensoren, die die Zellaktivität, gesteuert durch das Verhältnis 
von ATP zu ADP, regulieren. Sie schließen, wenn das ATP/ADP-Verhältnis in Richtung 
ATP  verschoben  ist  und  sie  öffnen,  wenn  sich  dieses  Verhältnis  in  Richtung  ADP 
verschiebt.  KATP-Kanäle  gehören  in  die  Familie  der  einwärts  gleichrichtenden 
Kaliumkanäle  (Kir).  Sie  bestehen  aus  einer  porenbildenden  Untereinheit  Kir6.1  oder 
Kir6.2  und  der  regulatorischen  β-Untereinheit,  dem  Sulfonylharnstoffrezeptor  (SUR)     Einleitung 
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(Abb.1.2).  SUR  gehört  zu  der  Gruppe  der  ABC-Transporterfamilie und kommt in den 
Isoformen SUR1 und SUR2 vor, wobei die zwei wichtigsten Spleißvarianten von SUR2 
SUR2A und SUR2B sind. Funktionsfähige KATP-Kanäle sind Heterooktamere bestehend 
aus vier Kir6- und vier SUR-Untereinheiten (Clement et al., 1997). Nach der Synthese 
der jeweiligen Untereinheiten werden diese im Endoplasmatischen Retikulum zu einem 
KATP-Komplex formiert und erst dann als funktionsfähiger Kanal zu der Plasmamembran 
transportiert und in diese eingebaut (Zerangue et al., 1999). 
Die  Expression  und  Funktion  dieser  Kanäle  wurden  für  verschiedene  Gewebe  bzw. 
Organe nachgewiesen und beschrieben. So konnte dem KATP-Kanal eine tragende Rolle 
in dopaminergen Neuronen des Mittelhirns und in der Herz- und Skelettmuskulatur unter 
akuten metabolischen Mangelsituationen zugeordnet werden. In der Zusammensetzung 
Kir6.2 und SUR1 wurde der Kanal in Neuronen des Gehirns nachgewiesen, wo er als 
Sauerstoff- und Glukose-Sensor dient (Miki et al., 2001). Im Herzmuskel wird der Kanal 
in der Kombination Kir6.2 und SUR2A exprimiert und nimmt hier eine Schutzfunktion für 
cardiale  Zellen  bei D u r c h b l u t u n g s s t ö r u n g e n  e i n  ( I n a g a k i  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  A m  b e s t e n  
verstanden  und  untersucht  ist  der  Kir6.2-Kanal  jedoch  in  den  β-Zellen  der 
Bauchspeicheldrüse, wo er einen entscheidenden Beitrag zur Insulin-Freisetzung leistet 
(Miki  et  al.,  1998;  Nichols,  2006).  Hier  setzt  sich  der  Kanal  aus  den  beiden 
Untereinheiten Kir6.2 und SUR1 zusammen (Abb.1.2). Bei einem erhöhten Umsatz von 
Glukose steigt die intrazelluläre ATP-Konzentration, das bedeutet, das Verhältnis von 
ATP zu ADP steigt. In Folge dessen schließen sich die KATP-Kanäle und es kommt durch 
den  verringerten  Kaliumausstrom  zu  einer  Depolarisierung  der  Zellmembran.  Diese 
Depolarisation führt zu einem Öffnen spannnungsabhängiger Calcium-Kanäle (VDCC) 
und  damit  zu  einem  Einstrom  von  Ca
2+-Ionen  in  die  Zelle. D u r c h  d e n  A n s t i e g  d e r  
intrazellulären Ca
2+-Konzentration wird Insulin über Exozytose freigesetzt (Seino, 1999). 
Die Expression und die physiologische Bedeutung von ATP-abhängigen Kaliumkanälen 
im Innenohr sind bislang nicht untersucht.  
Einzelkanaleigenschaften der KATP-Kanäle, wie die Gleichrichtung oder die Leitfähigkeit, 
werden  durch  die  Poren  bildende  Untereinheit  Kir6  bestimmt.  Substanzen,  die  die 
Aktivität  des  Kanals  modifizieren,  z.B.  Sulfonylharnstoffe,  eine  große  Klasse  der 
KATP-Kanal-Blocker  (z.B.  Tolbutamid,  Glibenclamid),  oder  KATP-Kanal-Öffner  (z.B. 
Diazoxide)  binden  an  der  regulatorischen  SUR-Untereinheit.  Nukleotide  können  das 
Kanal-Verhalten regulieren, sowohl indem sie mit der Kir6- als auch indem sie mit der 
SUR-Untereinheit  interagieren.  Wie  schon  bereits  erwähnt,  ist  die  Aktivität  des 
KATP-Kanals von dem ATP/ADP-Verhältnis abhängig. Dabei ist entscheidend, dass die Einleitung     
  20 
Inhibition  des  KATP-Kanals  durch  ATP  durch  eben  dessen  Bindung  an  der 
Kir6-Untereinheit  reguliert  wird.  Lange  Zeit  war  es  umstritten,  welche  der  beiden 
Untereinheiten mit ATP interagiert. Doch anhand von biophysikalischen Daten konnte 
gezeigt werden, dass die Kir6.2-Untereinheit die Bindungsstelle für ATP darstellt. Die 
negativen  Phosphatgruppen  des  ATPs  interagieren  mit  diversen  positiv  geladenen 
Aminosäuren am N- und C-terminalen Ende der Kir-Kanalproteine (Ribalet et al., 2005). 
Im Gegensatz dazu bindet Mg-ADP an der β-Untereinheit SUR, was zur Folge hat, dass 
sich  der  Kanal  öffnet,  Kaliumionen  in  die  Zelle  strömen  und  die  Zelle  somit 
hyperpolarisiert wird (Ashcroft, 1988; Liss und Roeper; 2001). Die verschiedenen SUR 
Isoformen  besitzen  unterschiedliche  Sensitivitäten  für  Sulfonylharnstoffe  und  die 
Nukleotid-Regulation.  Die  Kombination  SUR1/Kir6.2  ist  deutlich  sensitiver,  sowohl  für 
Nukleotide wie ATP als auch für den Sulfonylharnstoff Glibenclamid im Vergleich zu der 
Kombination SUR2/Kir6.2 (Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et al., 1996; Clark et al., 
2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.2:  Molekularer Aufbau und Funktion von KATP-Kanälen 
A, KATP-Kanäle setzen sich aus einer poren-bildenden Kir6.x- und einer SUR-Untereinheit zusammen. 
Dabei beinhaltet jede Kir-Untereinheit zwei Transmembransegemente, eine Poren-Schleife und einen 
zytosolischen  NH2- u n d  C O O H -Terminus.  Die  SUR-Untereinheit  besteht  aus  drei 
Transmembrandomänen (TMD0, -1, -2) und hat zwei Nukleotid-Bindungs-Domänen, zwischen TMD1 
und  TMD2  (NBD1)  und  am  COOH-Terminus  nach  der  TMD2  (NBD2).  SUR2A  und  SUR2B 
unterscheiden  sich  lediglich  in  den  Aminosäuren  am  C-terminalen  Ende  (C42).  B,  Das 
Funktionsprinzip der KATP-Kanäle am Beispiel der Insulinsekretion in den β-Zellen des Pankreas. Ein 
Anstieg  der  Glucose-Konzentration  führt  zu  einem  Schließen  der  KATP-Kanäle  wodurch  die 
Insulinfreisetzung ermöglicht wird (Details siehe Text).(Abbildungen verändert aus Hibino et al., 2010 
Physiol Rev; Nichols, 2006 Nature)  
 
In  Verhaltensversuchen  wurden  Kir6.2-KO-Mäuse  im  Vergleich  zu  den 
Kir6.2-WT-Mäusen  einer  Reihe  von  verschiedenen  Testsituationen  ausgesetzt,  um 
Extrazellulär 
Intrazellulär 
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beispielsweise einen Einblick in das emotionale Verhalten, die motorische Aktivität und 
Koordination zu bekommen. Dabei stellte sich heraus, dass in diesen Testsituationen die 
Kir6.2-KO  im  Vergleich  zu  den  Kir6.2-WT  weniger  aktiv  waren  und  ihre  motorische 
Koordination  beeinträchtigt  war.  Außerdem  schien  sich  ihre  emotionale 
Reaktionsfähigkeit im Vergleich zu den Kir6.2-WT zu unterscheiden. Im Gegensatz dazu 
waren die Kir6.2-KO in ihrer vertrauten Umgebung, den Heimkäfigen, wesentlich aktiver 
als die Kir6.2-WT. Besonders in neuartigen Situationen beeinträchtigt der Verlust von 
KATP-Kanälen  das  Verhalten.  In  Stresssituationen,  in  denen  sich  der  metabolische 
Zustand der Zellen ändert, sieht man ein unterschiedliches Verhalten von KO und WT 
(Deacon et al., 2006). Dies ist ein klarer Hinweis darauf, dass Kir6.2 als Sensor des 
metabolischen Zustands einer Zelle bzw. ganzer Gewebe dient.  
 
 
1.6  Zielsetzung der Arbeit 
 
Mittlerweile  sind  einige  Funktionen  der  KATP-Kanäle  in  zentralen  und  peripheren 
Geweben  bekannt.  Es  konnte  beispielsweise  gezeigt  werden,  dass  der  KATP-Kanal 
unterschiedliche Wirkungen auf Stress in dopaminergen Neuronen des Gehirns haben 
kann.  So  wirken  die  KATP-Kanäle  protektiv  auf  kurzzeitigen  Stress,  während  sie  bei 
langzeitigen  neurodegenerativen  Prozessen  auch  eine  wichtige  Rolle  als  Promotoren 
übernehmen (Liss et al., 2005). Es gibt jedoch noch eine ganze Reihe von Strukturen, 
für  die  das  Vorkommen  und  die  mögliche  Rolle  des  KATP-Kanals  noch  gänzlich 
unbeschrieben  sind.  So  sind  bislang  die  Expression  und  die  physiologische  und 
pathophysiologische  Funktion  von  ATP-abhängigen  Kaliumkanälen  im  Innenohr  völlig 
unbeschrieben.  
Mit dieser Doktorarbeit soll zum einen die Expression und die Zusammensetzung des 
KATP-Kanals in den Haarzellen des Innenohrs nachgewiesen und zum anderen die Rolle 
der  ATP-abhängigen  Kaliumkanäle  hinsichtlich  der  Haarzellverluste  durch 
Alterungsprozesse  (Presbyakusis)  und  nach  einem  Schalltrauma  untersucht  werden. 
Diese Versuchsreihe ist eine Fortsetzung der von diesem Autor im Jahre 2008 bereits 
verfassten Diplomarbeit „Charakterisierung des Hörvermögens von Kir6.2-KO-Mäusen“.  
Des  Weiteren  soll  ein  möglicher  therapeutischer  Effekt  von  bereits  als  Medikament 
zugelassenen  Sulfonylharnstoffen  (Glibenclamid),  welche  beispielsweise  in  der 
pharmakologischen  Behandlung  von  Typ  II  Diabetes  mellitus  verwendet  werden,  um Einleitung     
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eine  Insulinfreisetzung  zu  bewirken  (Trube  et  al.,  1986),  in  Bezug  auf  akute  sowie 
chronische Stressoren im Innenohr getestet werden. 
     Material & Methoden 
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2.  Material und Methoden 
 
 
2.1  Chemikalien 
 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders 
angegeben,  von  Sigma  Aldrich  (München)  oder  Carl  Roth  (Karlsruhe)  bezogen.  Die 
Chemikalien sowie verwendete Geräte sind jeweils in der Beschreibung der einzelnen 
Methode  genannt.  Standardgeräte  sowie  Einweg- u n d  V e r b r a u c h s m a t e r i a l i e n  w e r d e n  
nicht gesondert aufgeführt. 
 
 
2.2  Versuchstiere 
 
In dem Mausmodell, das in erster Linie für die Doktorarbeit verwendetet wurde, waren 
die  Versuchstiere  ATP-abhängige-Kaliumkanal  defiziente  Mäuse  des  Typs  Kir6.2 
(Kir6.2-KO). Die Kir6.2-KO-Mäuse wurden von Miki et al. (1998) hergestellt, indem das 
Kir6.2-Gen,  welches  für  den  K
+-selektiven  Porenteil  des  KATP-Kanals  codiert,  für  den 
KATP-Kanal  genetisch  inaktiviert  wurde.  Die h o m o z y g o t e n  K i r 6 . 2 -KO-Mäuse  besitzen 
somit  keinen  funktionellen  KATP-Kanal  mehr.  Die  genetische  Inaktivierung  des 
KATP-Kanals  wurde  an  einer  129/Sv-Maus  durchgeführt,  die  anschließend  über  vier 
Generationen mit dem C57Bl/6-Stamm zurückgekreuzt wurde. Daraus ergibt sich, dass 
das Genom der Kir6.2-KO zu 94% aus dem C57Bl/6-Genom besteht. Lediglich ein Rest 
von 6% des Genoms der Kir6.2-KO besteht aus dem 129/Sv-Genom. Aus diesem Grund 
diente  der  C57Bl/6-Stamm  als  Kontrollgruppe  in  allen  Experimenten  dieser  Arbeit. 
Aufgrund  diverser  genetischer  Mutationen,  z.B.  in  dem  Gen,  das  für  das 
Transmembranprotein  Cadherin23  codiert,  und  der  damit  verbundenen  sehr  früh 
einsetzenden Presbyakusis muss man sehr kritisch sein, was das Einordnen der Daten 
angeht. Nichtsdestotrotz wird gerade die Mauslinie C57Bl/6 in der Hörforschung immer 
noch als ein Mausmodel für die humane Altersschwerhörigkeit herangezogen. 
Die Mäuse wurden für die jeweiligen Versuchstage bestellt und im Institut in speziellen, 
klimatisierten  Behausungen,  sogenannten  Scantainern  (Scanbur  BKA/S,  Karlslunde, 
Dänemark), während der Versuchsdauer im 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. 
Damit sich die Tiere an ihre neuen Lebensumstände gewöhnen konnten und der Stress 
durch  den  Transport  keine  Auswirkungen  auf d i e  M e s s u n g e n  h a t t e ,  w u r d e  e r s t  Material & Methoden     
  24 
ca. 5 Tage nach der Lieferung mit der jeweiligen Versuchsreihe begonnen. Es wurde 
jeden Tag nach ihnen geschaut und mindestens ein- bis zweimal wöchentlich wurden die 
Käfige  gesäubert  und  die  Tiere  bekamen  frisches  Wasser  und  Futter  (Standarddiät, 
ssniff  GmbH,  Soest).  Die  Pflege  und  Handhabung  der  Tiere  während  der  Versuche 
verliefen  unter  Beachtung  der  Tierschutzrichtlinien.  Die  Belastungen  für  die  Mäuse 
wurden so gering wie möglich gehalten. Die Versuche waren vom Regierungspräsidium 
Darmstadt genehmigt (V54-19c20/15-F40/27). 
Die Kir6.2-KO-Mäuse stammten aus der ursprünglichen Zucht von Miki et al. (1998), die 
in  einer  Inzucht  der  KO-Tiere  bei  der  Firma  MFD  Diagnostics  GmbH,  Wendelsheim, 
weitergeführt  wurde.  Die  C57Bl/6-Mäuse  wurden  von  Charles  River  Laboratories 
(Sulzfeld) gekauft. Lediglich für einen Versuchteil wurden die C57Bl/6 Mäuse von dem 
Zuchtbetrieb  JANVIER  SAS  (Le  Genest  Saint  Isle,  France)  bezogen,  da  nur  dieser 
Anbieter Mäuse im Alter von 20 Monaten lieferte.  
Es  ist  wissenschaftlich  gezeigt,  dass  das  Geschlecht  sowie  Sexualhormone  einen 
Einfluss  auf  den  sensorineuralen  Hörverlust  bei  C57Bl/6-Mäusen  als  auch  auf  deren 
Anfälligkeit  für  ein  Schalltrauma  haben  (Willott,  2009).  Es  konnten  signifikante 
geschlechtsspezifische Unterschiede in den Hörschwellen nachgewiesen werden. Auch 
in anderen Spezies konnten diese Unterschiede gezeigt werden. Chinchilla-Weibchen 
erleiden  nach  einem  Schalltrauma  einen  um  10  dB  höheren  Verlust  in  hohen 
Frequenzen, jedoch in tiefen Frequenzen verlieren sie 5 dB weniger als die untersuchten 
Männchen (McFadden, 1999). Beim Menschen scheint das Geschlecht ebenfalls einen 
Einfluss auf das Hörvermögen auszuüben. Generell erleiden Männer eine ausgeprägtere 
Altersschwerhörigkeit besonders in den hohen Frequenzen (Gates et al., 1990; Pearson 
et al., 1995). Um diese möglichen, nicht vorhersehbaren Einflüsse zu verhindern, wurden 
ausschließlich  Männchen  für  die  vorliegenden  Untersuchungen  im  Rahmen  der 
Doktorarbeit herangezogen.   
 
 
2.3  In vivo Elektrophysiologie 
 
Die  elektrophysiologischen  Messungen,  sowohl  in  vivo a l s  a u c h  in  vitro,  wurden  in 
verschiedenen  Altersklassen  durchgeführt.  Jedes  experimentelle  Design  wird  im 
Folgenden kurz in einem eigenen Abschnitt vorgestellt. Generell wurden für die in vivo 
Messungen zwischen 10 und 15 Tiere für jede Gruppe eingeplant. Diese Anzahl wurde     Material & Methoden 
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so  gewählt,  dass  sie  die  zu  erwartende  interindividuelle  Streuung  abdeckt  und  die 
erforderliche Stichprobengröße für die statistische Auswertung erfüllt. 
 
 
2.3.1  Narkose 
 
Die  elektrophysiologischen  in  vivo M e s s u n g e n  u n d  a u c h  d i e  P e l l e t -Implantationen 
wurden unter Vollnarkose durchgeführt. Vor jeder Messung wurden die Mäuse gewogen 
um  die  Dosis  des  Narkosemittels  individuell  an  das  Gewicht  jedes  einzelnen  Tieres 
anzupassen.  Es  wurde  eine  kombinierte  Injektionsnarkose  bestehend  aus  Ketamin 
(60 mg/kg;  Ketavet;  Pfizer  GmbH,  Karlsruhe)  und  Medetomidin  (0,6  mg/kg;  Dormitor; 
Pfizer  GmbH,  Karlsruhe)  verwendet.  Ketamin  beeinflusst  das  glutamaterge  System, 
indem  es  insbesondere  die  NMDA-Rezeptoren  antagonisiert  und  wirkt  analgetisch, 
hypnotisch  und  kreislaufstimulierend.  Medetomidin  ist  ein  sehr  spezifischer 
α2-Adrenorezeptoragonist  und  besitzt  eine  sedative,  analgetische  und 
muskelrelaxierende Wirkung und senkt die Herzfrequenz. Der Narkoseansatz bestand 
aus 150 µl Ketavet und 150 µl Dormitor verdünnt mit 3150 µl Ringer-Infusionslösung 
(B.Braun Melsungen AG). Bei einem Tier von 20 g wurden 224 µl des Narkosegemischs 
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Dies entsprach 80% der errechneten Dosis. Das Tier wurde 
in eine abgedunkelte Box gelegt, damit es ohne weiteren Stress einschlafen konnte. In 
der  Regel  wurde  mit  dieser  Dosierung  nach  15  bis  20  Minuten  eine  ausreichende 
Anästhesie erreicht (Areflexie). Hatte die Menge des Narkosemittels nicht ausgereicht 
und war das Tier noch bei Bewusstsein, wurde ein Viertel der verabreichten Medikation 
nachgespritzt.  Im  Verlauf  der  elektrophysiologischen  Messungen  wurde  die  Tiefe  der 
Narkose in regelmäßigen Abständen anhand des Zwischenzehenreflexes überprüft, und 
wenn nötig, ein Viertel der Initialdosis nachgespritzt.  
Die Narkose wurde am Ende der Versuche mit Atipamezol (3 mg/kg; Antisedan; Pfizer 
GmbH,  Karlsruhe)  antagonisiert.  Atipamezol  ist  ein  selektiver  und  spezifischer 
α2-Adrenorezeptorantagonist,  der  die  sedative  und  analgetische  Wirkung  von 
α2-Adrenorezeptoragonisten aufhebt. Atipamezol kann folglich nur die analgetische und 
sedative Wirkung des Medetomidins, nicht aber die Wirkung des Ketamins, aufheben. 
Der  Ansatz  für  etwa  10  Mäuse  war  150  µl  Antisedan  verdünnt  mit  1350  µl 
Ringer-Infusionslösung.  Material & Methoden     
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Nach  dem  Abschluss  der  elektrophysiologischen  Versuchsreihen  wurden  die  Tiere 
dekapitiert.  Anschließend  wurden  die  Innenohren  der  Mäuse  exstirpiert  und  für  die 
weitere immunhistochemische Aufarbeitung entsprechend verarbeitet. 
 
 
2.3.2  Präparation/Versuchsvorbereitung 
 
Nachdem anhand der Abwesenheit des Zwischenzehenreflexes kontrolliert wurde, dass 
die  Maus  ausreichend  narkotisiert  war,  wurden  drei  Elektroden  für  die 
elektrophysiologischen  in  vivo M e s s u n g e n  s u b k u t a n  gelegt.  Als  Material  für  die 
Elektroden  wurde  Silberdraht  (Goodfellow)  mit  einem  Durchmesser  von  0,25  mm 
verwendet. Dieser wurde in etwa 12 cm lange Stücke geschnitten und mit einem Stecker 
verlötet. Die erste Silberdrahtelektrode, der positive Pol, wurde über den Vertex, d.h. 
dorsal kurz hinter den Augen, subkutan gelegt. Die zweite Elektrode, der negative Pol, 
wurde am ipsilateralen Ohr, an dem die Tonstimuli präsentiert wurden, in dieser Arbeit 
immer am rechten Ohr, retroaurikulär platziert. Die dritte Elektrode war die Erdelektrode, 
die möglichst weit dorsal am Hinterleib gelegt wurde. Bevor die Maus in die Apparatur 
eingepasst wurde, wurde auf beide Augen ein Tropfen Corneregel (Dr.Mann Pharma) 
gegeben,  um  diese  vor  dem  Austrocknen  zu  schützen.  Des  Weiteren  wurde  jeder 
einzelnen  Maus  ein  Transponder  (Planet  ID)  mit  einer  individuellen  Kennnummer 
subkutan in den Nacken implantiert, um sie eindeutig identifizieren zu können, da die 
Mäuse nicht in Einzelhaltung untergebracht waren. 
Anschließend wurde die Maus auf ein Wärmekissen gelegt, um die Körpertemperatur 
konstant zu halten, damit die Tiere in einem guten physiologischen Zustand waren. Die 
Temperatur, gemessen an der Bauchhaut der Tiere, wurde auf 37 °C eingestellt. 
 
 
2.3.3  Akustische Hirnstammpotentiale 
 
Auditorisch evozierte Hirnstammpotentiale (ABR) sind innerhalb der Hörforschung eine 
einfache und oft verwendete Methode, um die Funktion des auditorischen Systems zu 
untersuchen. ABRs repräsentieren die Antworten von Neuronen beginnend am VIII Nerv 
und entlang der aufsteigenden Hörbahn. In der Maus konnten 5 aufeinanderfolgende 
positive  ABR-Wellen  P1-P5  lokalisiert  werden.  P1  wird  der  Cochlea  und/oder  dem 
Summenaktionspotential des VIII Nerv zugeordnet, P2 dem Nucleus cochlearis, P3 dem     Material & Methoden 
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contralateralen  Nucleus  olivaris  superior,  P4  dem  Lemniscus  lateralis  und  P5  dem 
Colliculus inferior (Henry, 1979; Parham et al., 2001). 
Die  ABR-Messungen  sind  nicht  destruktiv  und  erlauben  wiederholte  Messungen  am 
selben  Tier  über  einen  längeren  Zeitraum  und  folglich  die  Bestimmung  eines 
Altersverlaufs des Hörvermögens an den selben Tieren.  
 
 
2.3.4  Datenerfassung 
 
Die  ABR-Messungen  wurden  in  einer  selbst  hergestellten  schalldichten  Kammer 
durchgeführt.  Ein  Schaltbild  der  Reizgenerierung  ist  in  Abbildung  2.1  dargestellt.  Die 
Tonstimuli  wurden  im  Freifeld  über  einen  Lautsprecher  (DT911,  BeyerDynamic)  am 
rechten Ohr dargeboten. Der Lautsprecher war ca. 3 cm vom rechten Ohr entfernt. Im 
Abstand von 30 mm vor dem Lautsprecher wurde ein geeichtes Mikrophon (1/8“, Brüel & 
Kjaer, Typ 4138) platziert. Das rechte Ohr eines jeden Versuchstiers wurde immer in der 
gleichen Art und Weise vor diesem Messmikrophon platziert. Somit war gewährleistet, 
dass  die  Beschallungsanordnung  bei  jeder  Messung  in  etwa  gleich  war.  Vor  jeder 
Messung  wurde  der  Schalldruck  am  Mikrophon  geeicht  und  mit  Hilfe  des 
Messprogramms auf die gewünschten Werte in dB SPL eingestellt. Sowohl Lautsprecher 
als auch Mikrophon sollten das Versuchstier nicht berühren, um etwaiges Rauschen zu 
vermeiden.  Als  Tonstimuli  für  die  ABR-Messungen  wurden  zum  einen  breitbandige 
Clicks und zum anderen frequenzspezifische Tonebursts verwendet. Die Generierung 
der Stimuli sowie die Aufnahme der Reizantwort erfolgte über eine Multifunktionskarte 
(National  Instruments)  in  einem  Computer.  Über  einen O s z i l l o g r a p h e n  ( T D S  3 0 1 4 B ,  
Tektronix) konnten sowohl der Stimulus als auch die abgeleitete Reizantwort sichtbar 
gemacht  werden.  Um  einen  ersten  Überblick  über  das  Hörvermögen  der  Maus  zu 
bekommen,  wurde  für  jede  Maus  zunächst  eine  Intensitätsfunktion  mit  Clickreizen 
dargestellt. Da die Clicks einen großen Frequenzbereich abdecken, stimulieren sie auch 
einen relativ großen Bereich an Haarzellen. Die Clicks hatten eine Dauer von 100 µs und 
wurden  im  Bereich  von  100-20  dB  Abschwächung  in  5  dB-Schritten  dargeboten 
(Abb. 2.2).  Nach  der  Aufzeichnung  dieser  Messwerte  wurde  mit  schmalbandigen 
Tonebursts  gereizt,  die  einen  schmalen,  der  Frequenz  entsprechenden  Bereich,  der 
Basilarmembran anregen.  
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Abbildung 2.1:  Schematisches Schaltbild der Reizgenerierung 
Die Tonstimuli wurden im Freifeld über einen Lautsprecher am rechten Ohr dargeboten. Im Abstand 
von  30  mm  vor  dem  Lautsprecher  wurde  ein  geeichtes  Mikrophon  platziert.  Die  Generierung  der 
Stimuli erfolgte über eine Multifunktionskarte in einem Computer. Über einen Oszillographen konnten 
die Stimuli sichtbar gemacht werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.2:  Intensitätsfunktion der ABR-Antwort mit Clickreizen 
Um einen ersten Überblick über das Hörvermögen einer Maus zu bekommen, wurde zunächst eine 
Intensitätsfunktion mit Clickreizen dargestellt. Die Clicks hatten eine Dauer von 100 µs und wurden im 
Bereich von 100-20 dB Abschwächung in 5 dB-Schritten dargeboten. 
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Somit erhält man frequenzspezifische ABR-Antworten und kann die Schwelle und die 
Intensitätsabhängigkeit  für  die  gewählten  Frequenzen  und  den  entsprechenden 
Basilarmembranabschnitten  erhalten.  Die  Aufnahmelänge  betrug  10  ms.  Die 
schmalbandigen  Tonebursts  unterschiedlicher  Trägerfrequenz  hatten  eine  Dauer  von 
3 ms mit einer weichen An- und Abstiegzeit (cos
2) von 1 ms. Schallreize wurden in einer 
Matrix von unterschiedlichen Frequenzen und Schalldruckpegeln angeboten und anhand 
der  Messdaten  ein  Audiogramm  erstellt  (Abb.  2.3).  Diese  Einstellungen  erfolgten 
automatisch  gesteuert  über  das  Computerprogramm  AudilogyLab  (Otoconsult, 
Frankfurt/Main). Die ABR-Messungen wurden im Frequenzbereich von 2,0 bis 45,2 kHz 
mit  einer  Auflösung  von  zwei  Schritten  pro  Oktave  aufgenommen.  Für  die 
frequenzspezifischen  ABRs  wurden  die  einzelnen  Frequenzen  mit  unterschiedlichen 
Schalldruckpegeln  im  Bereich  von  20  bis  maximal  120  dB  SPL  in  5  dB-Schritten 
dargeboten  und  aufgezeichnet.  Wahlweise  wurden  auch  vereinzelt  Messungen  unter 
20 dB  SPL  bei  bestimmten  Frequenzen  durchgeführt,  wenn  ersichtlich  war,  dass  die 
Hörschwelle  unter  dieser  Marke  lag.  Das  abgeleitete  Signal  wurde  durch  einen 
Verstärker (Eigenbau) um 80 dB (10000fach) verstärkt und im weiteren Verlauf durch 
einen  Bandpassfilter  (Eigenbau)  im  Frequenzbereich  von  200  bis  5000  Hz  gefiltert 
(Abb. 2.4). 
Bei den ABR-Messungen waren die Artefakte im Ableitsignal relativ groß, z.B. durch das 
EKG oder Muskelaktivitäten. Mit Hilfe des Computerprogramms AudiologyLab konnten 
Amplituden-Grenzen eingestellt werden, um Ableitsignale über einem bestimmten Wert 
zu verwerfen. 
Mehrere Wiederholungen des Stimulus wurden benötigt, um eine gemittelte Wellenform 
des  abgeleiteten  Signals  zu  erhalten.  Als  Einstellung  dienten  256  Mittelungen,  das 
bedeutet 128 positive und 128 negative Reize, da mit alternierender Phase gemessen 
wurde. Dies war die maximale Anzahl an Mittelungen in einer möglichst kurzen Zeit, um 
eine eindeutige Schwellenbestimmung durchführen zu können. Abbildung 2.3 zeigt die 
ABR-Antworten  als  Funktion  der  Trägerfrequenz  und  des  Schalldruckpegels  der 
Toneburst-Reize,  dargestellt  durch  das  Computerprogramm  AudilogyLab.  Jede  ABR-
Antwort  ist  der  Mittelwert  aus  256  Reizen,  die  mit  alternierender  Phase  dargeboten 
wurden.  Die  optimale  Anzahl  der  Reize  wurde  in  Vorexperimenten  als  Kompromiss 
zwischen  Signal-Rauschverhältnis  und  Messdauer  ermittelt.  Als  Schwellenkriterium 
wurde  eine  gerade  noch  sichtbare  Antwort  in  der  gemittelten  ABR-Kurve  festgelegt. 
Schalldruckpegel, bei denen eine Stimulus korrelierte Antwort des gemittelten Signals 
eindeutig erreicht wurde, wurden als Schwelle bei der jeweiligen Frequenz definiert. Aus Material & Methoden     
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den  einzelnen  Schwellenwerten  bei  den  dazugehörigen  Frequenzen  wurde  eine 
Hörschwellenkurve  in  Abhängigkeit  der  Frequenz  für  jede  Maus  bestimmt  und  als 
Graphik dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.3:  Frequenzspezifische ABR-Antworten 
Dargestellt  sind  die  ABR-Antworten  als  Funktion  der  Trägerfrequenz  (2  bis  45,2  kHz)  und  des 
Schalldruckpegels (20 bis 100 dB SPL) der Toneburst-Reize. Die Auflösung betrug zwei Schritte pro 
Oktave. Jede ABR-Antwort ist der Mittelwert aus 256 Reizen, die mit alternierender Phase dargeboten 
wurden. Die schmalbandigen Tonebursts hatten eine Dauer von 3 ms mit einer weichen An- und 
Abstiegszeit von 1 ms. Die Aufnahmelänge betrug 10 ms. Die schwarzen Pfeile markieren die als 
Schwellen festgelegten Frequenzen, bei denen eine stimuluskorrelierte Antwort gerade noch sichtbar 
war. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.4:  Schematisches Schaltbild der Reizantwort 
Das an der Maus abgeleitete Signal wurde durch einen Verstärker um 80 dB verstärkt und im weiteren 
Verlauf durch einen Bandpassfilter im Frequenzbereich von 0,2 bis 5 kHz gefiltert. Die Aufnahme der 
Reizantwort erfolgte über eine Multifunktionskarte in einem Computer. Die abgeleitete Reizantwort 
konnte über einen Oszillographen sichtbar gemacht werden. 
Frequenz (kHz) 
10ms 
A/D  -  Wandler  Filter 
Switchboard  Verstärker 
Maus 
Oszilloskop     Material & Methoden 
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2.3.5  Schalltrauma 
 
Zum Erzeugen eines Schalltraumas wurden die Mäuse mit Schmalbandrauschen über 
einen  definierten  Zeitraum  beschallt.  Dies  wurde  in  allen  verwendeten  Gruppen 
gleichermaßen  durchgeführt  und  die  Daten  anschließend  verglichen.  Der  Vergleich 
beinhaltet  die  elektrophysiologische  Charakterisierung  des  Hörvermögens  in  Relation 
zum  erzeugten  strukturellen  Schaden  im  Innenohr,  der  morphologisch  anhand  von 
Cochleogrammen erhoben wurde. 
Zur  Beschallung  kamen  die  Mäuse  in  eine  selbstgebaute  Beschallungskammer  mit 
eigens für die Mäuse vorgesehenen, schalltransparenten Drahtkäfigen. Die Wände der 
Beschallungskammer  waren  schallhart  und  nicht  parallel  angeordnet,  damit  in  der 
Kammer  ein  homogenes  Schallfeld  erzeugt  werden  und  keine  Interferenzen  oder 
stehende Wellen entstehen konnten. Die Käfige befanden sich auf einer Scheibe, welche 
in der Mitte der Kammer angebracht war und sich fortlaufend langsam drehte, um eine 
gleichmäßige  Beschallung  zu  gewährleisten.  Zu  Beginn  der  Beschallung,  direkt  nach 
einer ABR-Messung, waren die Mäuse noch in Narkose, wachten aber zum Teil während 
der  Beschallung  wieder  auf.  Die  Mäuse  wurden  mit  einem  Rauschen,  dessen 
Frequenzbereich  zwischen  8  und  16  kHz  lag,  und  einer  maximalen  Intensität  von 
112 dB SPL  beschallt.  Initial  wurde  der  Schalldruckpegel  in  Schritten  von 2  d B  p r o  
Minute von 80 dB SPL auf 112 dB SPL gesteigert und dann die Beschallung über zwei 
Stunden fortgesetzt. Dies diente dazu, die Mäuse langsam durch allmähliche Erzeugung 
eines TTS schonend an die Beschallung zu gewöhnen. Während der Beschallung wurde 
das  Verhalten  der  Mäuse  beobachtet,  um  zu  gewährleisten,  dass  die  Beschallung 
reibungslos  ablief.  Außerdem  wurde  eine  Rotlichtlampe  vor  der  Beschallungskammer 
aufgestellt, um die Körpertemperatur der Mäuse nicht allzu stark abfallen zu lassen. 
Nach  Beendigung  der  Beschallung  wurden  die  Mäuse  aus  der  Beschallungskammer 
entnommen und die Narkose wurde antagonisiert. Zum Aufwachen wurden die Mäuse in 
einen  Käfig  gesetzt,  der  unter  einer  Rotlichtlampe  stand.  Nachdem  man  sich 
vergewissert hatte, dass die Mäuse wieder bei Bewusstsein waren und ihr Kreislauf sich 
stabilisierte, wurden sie in ihre Haltungskäfige zurückgesetzt. 
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2.4  Effekt  von  Sulfonylharnstoffen  auf  das  Hörvermögen:  In  vivo 
Elektrophysiologie 
 
Um  den  therapeutischen  Effekt  von  Sulfonylharnstoffen  auf  Presbyakusis  und 
Schalltraumata zu untersuchen, wurden unter Narkose Pellets (Innovative Research of 
America,  Florida,  USA)  in  den  Nacken  von  C57Bl/6-Mäusen  in  verschiedenen 
Altersklassen subkutan implantiert, die den KATP-Kanal-Blocker Glibenclamid enthielten 
und diesen kontinuierlich über einen Zeitraum von 90 Tagen täglich abgaben. Kleine 
Pellets mit einer niedrigen Konzentration (2,5 mg) wurden mit Hilfe eines sogenannten 
Trochars  implantiert.  Für  die  größeren  Pellets  mit  einer  höheren  Dosierung  (25 m g )  
musste die Haut der Maus am seitlichen Hals angehoben und ein ca. 0,5 cm großer 
Schnitt gemacht werden, da der Trochar für die größeren Pellets zu klein war und nicht 
verwendet  werden  konnte.  Mit  Hilfe  von  Pinzetten  wurde  eine  horizontale  Tasche 
geformt und das Pellet dort platziert. Der Gewebekleber Histoacryl (Braun, Tuttlingen) 
wurde anschließend auf die mit einer Pinzette verschlossene Wunde aufgetragen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.5:  Trochar für die Pellet-Implantation  
Um eine konstante, dauerhafte Versorgung der Mäuse mit Glibenclamid zu gewährleisten, wurden 
Pellets subkutan implantiert, die das Glibenclamid wahlweise in den Wirkmengen 2,5 oder 25 mg 
enthielten und kontinuierlich über einen Zeitraum von 90 Tagen täglich dosiert abgaben. Als Kontrolle 
dienten  Placebo-Pellets,  die  lediglich  aus  der  Trägersubstanz  ohne  Wirkstoff  bestanden.  Für  die 
Implantation wurde die Haut seitlich des Nackens mit einer Pinzette angehoben und mit Hilfe eines 
Trochars das Pellet subkutan implantiert.  
 
Zu  Beginn  jeder  Versuchsreihe  sowie  in  regelmäßigen  Abständen  nach  der  Pellet-
Implantation wurde das Hörvermögen jeder einzelnen Maus mittels ABR gemessen. In 
den Schalltrauma-Experimenten wurden die ABR-Schwellen der C57Bl/6 vor der Pellet-
Implantation  sowie  2  Wochen  danach  bestimmt.  Nach  der  zweiten  ABR-Messung 
wurden  die  Tiere  beschallt.  Wiederum  2  Wochen  später  wurden  die  Tiere  erneut 
gemessen, um den dauerhaften Hörverlust (PTS) nach der Beschallung zu bestimmen.     Material & Methoden 
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Nach  Beendigung  der  Versuchsreihen  wurden  die  Cochleae  der  Versuchtiere 
entnommen und für eine weitere histologische Auswertung aufbewahrt. 
 
 
2.4.1  Experimentelles Design Nr.1: Protektion vor Presbyakusis und Schalltrauma 
 
In  diesem  experimentellen  Design  wurde  der  mögliche  protektive  Effekt  von 
Sulfonylharnstoffen  auf  die  Presbyakusis  und  das  Hörvermögen  nach  einem 
Schalltrauma untersucht. 
Die ersten Untersuchungen wurden an C57Bl/6-Mäusen in einem Alter von 8 Wochen 
begonnen. Dies ist der Zeitpunkt ab dem die Tiere als adult gelten. Die zu Beginn dieser 
experimentellen  Reihe  verwendete  Konzentration  an  Glibenclamid  pro  Maus  lag  bei 
27,8 µg pro Tag und Pellet. Da die Pellets für 90 Tage ausgelegt waren, entsprach das 
einer  Gesamtmenge  von  2,5  mg.  Aufgrund  der  Tatsache,  dass  27,8  µg 
Glibenclamid/Tag/Maus ausreichend sind, um KATP-Kanäle in den β-Zellen des Pankreas 
effektiv zu blockieren (Remedi und Nichols, 2008), wurde mit dieser Menge begonnen. 
Vor der Pellet-Implantation wurden die Mäuse narkotisiert und für jedes Tier wurden die 
ABR-Schwellen bestimmt. Für die Presbyakusis-Daten wird dieser Zeitpunkt als P8W 
(P = Presbyakusis, 8W = entspricht einem Alter von 8 Wochen) für die Schalltrauma-
Daten  als  B8W  (B =  Beschallung)  bezeichnet.  In  regelmäßigen  Abständen  nach  der 
Pellet-Applikation  wurden  erneut  die  Audiogramme  der  Mäuse  aufgezeichnet.  In  der 
Namensbezeichnung wird stets das jeweilige Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Messung 
angegeben.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.6:  Experimentelles Design Nr.1: Protektion durch Glibenclamid 
Um  den  therapeutischen  Effekt  von  Sulfonylharnstoffen  auf  Presbyakusis  und  schallinduzierten 
Hörverlust  zu  untersuchen,  wurden  den  Mäusen  im  Alter  von  8  Wochen  Glibenclamid-Pellets 
implantiert und in regelmäßigen Abständen danach die ABR-Schwellen bestimmt. 
Alter 
P34W  P8W 
P 
Pellet Implantation 
ABR 
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Am  folgenden  Tag  nach  Ablauf  der  90  Tage  nach  der  jeweiligen  Pellet-Applikation 
konnte  ein  weiteres  Pellet  subkutan  implantiert  werden  um  eine  dauerhafte, 
kontinuierliche Glibenclamid-Versorgung zu gewährleisten. 
 
 
2.4.2  Experimentelles Design Nr.2: Dosis-Effekt von Glibenclamid 
 
Um zu testen, ob der mögliche Glibenclamid-Effekt von der Höhe der Konzentration der 
Pellets  abhängig  war,  wurde  die  Menge  um  das  10fache  auf  277,8  µg  pro  Tag  und 
Pellet, das entspricht einer Gesamtdosis von 25 mg, erhöht. Auch hier wurden vor der 
Implantation  (P8W)  und  in  regelmäßigen,  zeitlichen  Intervallen  nach  der 
Pellet-Applikation  die  ABR-Schwellen  der  behandelten  C57Bl/6-Mäuse  bestimmt. 
Begonnen wurde auch in diesem experimentellen Design ab einem Alter der Tiere von 
8 Wochen.  Auch  hier  wurden  sowohl  chronische  (Presbyakusis)  als  auch  akute 
(Schalltrauma) Experimente durchgeführt. 
 
 
2.4.3  Experimentelles Design Nr.3: Altersabhängige Effekte von Glibenclamid 
 
Um  zu  untersuchen,  ob  der  protektive  Effekt  von  Glibenclamid  eher  von  dem 
Entwicklungsstadium  als  von  der  Dosierung  abhängig  war,  wurde  die  Glibenclamid-
Applikation  in  verschiedenen  Altersstufen  begonnen.  Im  ersten  Teil  wurde  das  Pellet 
(2,5 mg)  ab  einem  Alter  von  21  Tagen  nach d e r  G e b u r t  ( P o s t n a t a l t a g  2 1 ,  P 3 W )  
implantiert. Auch hier wurden vor, sowie mehrere Male nach der Pellet-Implantation die 
ABR-Schwellen  der  einzelnen  Tiere  bestimmt.  Diese  Altersklasse  wurde  deshalb 
gewählt,  weil  dies  den  frühesten  Zeitpunkt  darstellt,  ab  dem  das  Innenohr  komplett 
ausgereift ist. Um einen Zugriff auf einen möglichst frühen Zeitpunkt der Entwicklung des 
Innenohrs zu bekommen, wurde eine weitere Studie im Alter von Postnataltag 4 (P4) 
begonnen. Aufgrund der Größe der Pellets war es nicht möglich diese Mäuse im Alter 
von Postnataltag 4 zu implantieren. Deswegen wurde zwischen den Postnataltagen 4 
und 20 subkutan die gleiche Menge an Glibenclamid injiziert, die auch von den Pellets 
pro Tag abgegeben wurde. Da das Glibenclamid nicht wasserlöslich war, musste es in 
DMSO gelöst werden. Um die Frische der Probe für jeden neuen Tag gewährleisten zu 
können, wurde eine Stocklösung hergestellt, die aliquotiert und tiefgefroren wurde. Für 
den Ansatz pro Tier und Tag wurden 27,8 µg Glibenclamid in 1 µl DMSO gelöst. Diese     Material & Methoden 
  35 
Lösung wurde wiederum mit 49 µl Ringer, einer speziellen Salzlösung, verdünnt. Am 
Postnataltag  21  wurden  die  ABR-Schwellen  der  Tiere  gemessen  (P3W)  und 
anschließend die Pellets (2,5 mg), wie bereits beschrieben, subkutan implantiert. Das 
gleiche  Prozedere  durchliefen  die  Mäuse  der  Placebo-Gruppe  mit  dem  Unterschied, 
dass  anstatt  Glibenclamid  lediglich  Ringer  bzw.  DMSO  injiziert  wurde.  Nach  dieser 
beschriebenen Behandlung wurden die ABR-Schwellen in verschiedenen Zeitabständen 
gemessen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.7:  Experimentelles Design Nr.3: Altersabhängige Effekte von 
Glibenclamid 
Um zu untersuchen, ob der protektive Effekt von Glibenclamid eher von dem Entwicklungsstadium als 
von der Dosierung abhängig war, wurde die Glibenclamid-Applikation in verschiedenen Alterstufen 
begonnen. Hier ist das Beispiel für den experimentellen Beginn im Alter von Postnataltag 4 graphisch 
dargestellt.  Den  Mäusen  wurden  von  Postnataltag  4  bis  20  27,8  µg  Glibenclamid  injiziert.  Am 
Postnataltag  21  (P3W)  wurden  die  ABR-Schwellen  bestimmt  und  die  Pellets  implantiert.  In 
regelmäßigen Abständen nach der Implantation wurden die ABR-Schwellen kontrolliert. 
 
 
2.5  Immunhistologie 
 
Zusätzlich zu den ABR-Messungen wurden histologische Untersuchungen durchgeführt. 
Das  Ziel  war  zu  erforschen,  in  wie  weit  die  elektrophysiologischen  Daten  der 
Schalltrauma- und der Presbyakusis-Versuche mit der Morphologie der Haarzellen und 
eventuell  verursachten  Schäden  auf  zellulärer  Ebene  korrelierten.  Dafür  wurde  die 
Technik  der  Whole-Mount-Präparation  angewandt,  die  die  Gewinnung  eines 
Komplettpräparates des Cortischen Organs ermöglicht. 
 
Alter 
Injektion 
P4  P3W 
ABR 
P26W 
ABR 
Pellet Implantation Material & Methoden     
  36 
2.5.1  Immunhistochemische Färbung mit DAPI 
 
Zur  Darstellung  der  Zellkerne  wurde  4’,6-Diamidino-2-phenylindol  (DAPI)  verwendet. 
DAPI ist ein fluoreszierender Farbstoff, der sehr häufig in der Fluoreszenzmikroskopie 
verwendet  wird,  da  es  mit  Adenin-Thymin-reichen  Regionen  der  DNA  interagiert  und 
man  somit  DNA,  beispielsweise  in  Zellkernen,  sichtbar  machen  kann.  Da  DAPI  am 
kurzwelligen  Bereich  (blau)  des  sichtbaren  Lichts  emittiert,  können  auch  gleichzeitig 
weitere  Fluoreszenzfarbstoffe,  die  im  langwelligen  Bereich  emittieren,  verwendet 
werden,  ohne  dass  es  zu  Überstrahlungen  kommt.  Aufgrund  der  DNA-bindenden 
Eigenschaften  ist  DAPI  toxisch  und  mutagen  und  man  muss  im  Umgang 
dementsprechende Sicherheitsvorkehrungen treffen. 
 
 
2.5.2  Immunhistochemische Färbung mit Phalloidin 
 
Zur  Darstellung  der  Mikrovilli  und  der  Zellgrenzen  der  Haarzellen  wurde  Phalloidin 
verwendet.  Phalloidin  ist e i n  T o x i n  d e s  G r ü n e n  K n o l l e n b l ä t t e r p i l z e s ,  d a s  s e l e k t i v  a n  
filamentöses  Aktin  (F-Aktin)  bindet.  F-Aktin  ist  ein  Strukturprotein  der  äußeren  und 
inneren  Haarzellen,  insbesondere  der  Stereozilien  und  Cuticularplatten.  In  der 
Molekularbiologie  macht  man  sich d i e s e  E i g e n s c h a f t  z u  N u t z e ,  i n d e m  m a n  a n  d a s  
Phalloidin  einen  fluoreszierenden  Farbstoff  bindet.  Somit  können  die  verschiedenen 
F-Aktin-haltigen  Strukturen  des  Zytoskeletts  mittels  Fluoreszenzmikroskopie  sichtbar 
gemacht werden. 
 
 
2.6  Präparation und Gewinnung des Gewebes (Whole-Mount-Präparation) 
 
2.6.1  Gewinnung der Cochlea 
 
-  Maus dekapitieren 
-  Schädel mit einer Schere öffnen und Bulla vorsichtig aus dem Schädelknochen 
herauspräparieren 
-  Bulla eröffnen und Cochlea freipräparieren 
-  Cochlea  in  frisch  angesetztem  4%  PFA  (Paraformaldehyd)  fixieren 
(Dauer ca. 10-15 min)     Material & Methoden 
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-  unter  einem  Mikroskop  Cochlea  für  die  vollständige  Fixierung  und  Lagerung 
vorbereiten 
-  Cochlea säubern/Muskeln und Gefäße entfernen  
-  Stapes durch Anlupfen der Arteria stapedia ziehen 
-  am Apex ein kleines Loch in den Knochen stechen 
-  vorsichtiges Durchspülen der Cochlea mit 4% PFA durch das ovale Fenster mit 
Hilfe einer Pasteurpipette  
-  durchspülte Cochlea für etwa 60 min in 2% PFA überführen und zur weiteren 
Lagerung  in  ca.  1%  PFA  überführen;  Lagerung  in  einem 
Rollrandschnappdeckelglas im Kühlschrank bei ca. 4 °C 
 
Dieser Vorgang wurde initial sowohl für das linke als auch das rechte Ohr durchgeführt. 
Da nicht davon auszugehen war, dass es einen Unterschied zwischen den beiden Seiten 
gab, wurde im weiteren Verlauf pro Tier nur eine Cochlea für die weitere Präparation und 
die  histologischen  Auswertungen  verwendet.  Die  jeweils  nicht  verwendeten  Seiten 
wurden  so  fixiert  und  gelagert,  dass  sie  für  eine  weitere,  detailliertere  histologische 
Fragestellung zur Verfügung stehen. Die Körper der Mäuse wurden tiefgefroren und der 
Tierkadaverbeseitigung zugeführt. 
 
 
2.6.2  Feinpräparation der Cochlea 
 
-  Präparation  der  Cochlea  geschieht  in  PBS  (phosphatgepufferte  Salzlösung); 
Cochlea muss mit Puffer bedeckt sein 
-  unter  dem  Mikroskop  Basilarmembran  aus  Cochlea  mit  Spezialwerkzeug 
präparieren 
-  dafür  mit  einer  Pinzette  die  Cochlea  am  basalen  Knochen  festhalten, 
Knochenvorsprünge rund um die Cochlea vorsichtig mit einem Skalpell entfernen 
-  mit  einer  Pinzette  den  Knochen  ausgehend  von  apikal  nach b a s a l  ( H o o k )  
abpräparieren,  dafür  mit  einer  Pinzette  oder  einem  feinen  Skalpell  zwischen 
Knochenwand und Stria vascularis fahren und den Knochen in kleinen Stückchen 
vorsichtig wegbrechen  
-  langsam Richtung Basis vorarbeiten ohne dabei das Sinnesepithel zu zerstören 
-  Stria vascularis, Reissnersche Membran und Tektorialmembran mit einer feinen 
Pinzette wiederum beginnend am Apex von der Basilarmembran abziehen Material & Methoden     
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-  zur Entkalkung des Modiolus Cochlea über Nacht in 0,35 M EDTA legen 
-  weitere Feinpräparation der Cochlea wieder in PBS 
-  am Apex erste Halbwindung der Basilarmembran mit einer feinen Schere vom 
Limbus abtrennen 
-  so arbeitet man sich bis zur Basis der Basilarmembran, der Hook, vor 
-  man erhält somit ca. 3-4 Segmente 
-  mit  dem  Klingenhalter  ein  2  bis  4  mm  großes  Stück  aus  einer  Rasierklinge 
brechen und einspannen 
-  mit dieser Klinge die Reste der Stria vascularis von den einzelnen Segmenten 
entfernen 
-  gegebenenfalls Reste der Tektorialmembran oder der Reissnerschen Membran 
mit einer feinen Pinzette abziehen 
-  mit Hilfe des Klingenhalters den Modiolus gewebeschonend abpräparieren, um 
die Segmente später möglichst eben auf einen Objektträger auflegen zu können 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.8:  Verschiedene Präparationsstadien der Cochlea Whole Mount-
Präparation 
A, Exstirpierte Cochlea mit knöcherner Hülle (RF, rundes Fenster; OF, ovales Fenster). B, Cochlea 
mit abpräpariertem Knochen. C-E fertig präparierte Basilarmembransegmente (C, apikales Segment; 
D,  basales  Segment;  E,  basales  Ende  (Hook));  BM,  Basilarmembran;  NL,  neuronaler  Limbus;  die 
weiße Linie in A und B stellt die Modiolusachse dar. 
 
D  C 
BM 
NL 
B  A 
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OF 
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Da  bekannt  ist,  dass  Innenohrschäden  bevorzugt  bei  den  hohen  Frequenzen  ihren 
Anfang  nehmen  (Li  und  Borg,  1991;  Spongr  et  al.,  1997),  wurde  besondere 
Aufmerksamkeit auf den Erhalt der ganzen Basilarmembran, inklusive des schwer zu 
präparierenden basalen Endes, gelegt. 
 
 
2.6.3  Immunhistochemisches Färbeprotokoll 
 
Alle Inkubationsschritte wurden auf dem Schüttler durchgeführt. Um ein Ausbleichen des 
Präparats zu verhindern, wurde das Gewebe ab dem Zeitpunkt der Inkubation mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff  während  der  weiteren  Behandlung,  insbesondere  während  der 
Inkubationszeiten, lichtdicht, z.B. mit Alufolie, abgedeckt. 
 
-  zur  Permeabilisierung  des  Sinnesepithels  Cochlea  aus  PBS  in  0,1%  SDS 
überführen für 8 min 
-  für 20 min in PBS spülen 
-  0,1% Triton für 10 min zur weiteren Permeabilisierung 
-  Spülen für 10 min in PBS 
-  Alexa Fluor 488 Phalloidin (Molecular Probes) in der Verdünnung 1:300 in PBS 
-  Farbeinwirkungsdauer zwischen 4 und 8 Stunden 
-  2 x Spülen für 10 min in PBS 
-  einen  unbeschichteten  Objektträger  mit  Abstandshaltern  aus  Nagellack 
(4 Klarlacktröpfchen) versehen 
-  einen  Tropfen  des  Eindeckmediums  (Prolong  Gold  +  DAPI)  auf  die  Mitte  des 
Objektträgers geben  
-  Auflegen der Basilarmembransegmente auf den Objektträger 
-  Segmente  möglichst  nah  aneinander  anordnen  und  aufpassen,  dass  sie  sich 
nicht umdrehen 
-  Abdecken mit einem Deckgläschen 
-  Beschriftung der Objektträger 
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2.7  Auswertung der immunhistochemischen Färbung 
 
2.7.1  Cochleogramme  
 
Um  den  Ort  und  das  Ausmaß  von  Haarzellschäden  zu  beschreiben,  wurden 
Cochleogramme  erstellt.  Dies  ist  eine  Standardmethode  in  der  Histologie,  um 
Haarzellschäden,  verursacht  durch  verschiedene  Arten  von  Traumata,  darzustellen. 
Cochleogramme  können  anhand  der  Quantität  und  der  Qualität  eines  zu 
untersuchenden Gewebes erstellt werden. Für die Erstellung der Cochleogramme der 
Doktorarbeit wurde der Haarzellverlust in der Reihe der IHCs und in den drei Reihen der 
OHCs quantitativ ausgewertet und graphisch als Funktion der Entfernung vom Apex in 
µm  oder  als  relative  Entfernung  vom  Apex  in  %  dargestellt.  Die  Umrechung  der 
einzelnen Basilarmembranlängen auf 100% hatte den Vorteil, dass man unterschiedlich 
lange Basilarmembranen besser mitteln konnte. In der Darstellung der Entfernung vom 
Apex in µm stellt die Kurve den gleitenden Mittelwert der Haarzelldichte pro 100 µm 
eines Tieres dar. In der Darstellung der Entfernung vom Apex in % wurde die jeweilige 
Basilarmembranlänge eines Tieres auf 100% skaliert und jeder Punkt der Kurve zeigt 
den  mittleren  Haarzellverlust  pro  Prozentpunkt  der  Entfernung  vom  Apex.  Bei  dieser 
Darstellung  wurden  die  Cochleogramme  mehrerer  Tiere  gemittelt.  Je  nach 
Vorhandensein  der  Präparate  variierte  die  Gruppengröße  zwischen  ein u n d  d r e i  
Cochleae. Es ist dabei zu beachten, dass der Mittelwert von manchen Teilbereichen nur 
die  Daten  eines  Tieres  repräsentieren  kann,  nämlich  genau  dann,  wenn  in  diesem 
Abschnitt bei einem Tier das Sinnesepithel partiell fehlte. Diese Abschnitte sind nicht 
gesondert hervorgehoben. Da die Anzahl der gemittelten Daten nur in den seltensten 
Fällen  drei  erreichte,  konnte  für  diesen  Ergebnisteil  keine  statistische  Analyse 
durchgeführt werden. Anhand der histologischen Ergebnisse kann aber sehr gut eine 
tendenzielle Aussage getroffen werden. 
Das  Erstellen  der  Cochleogramme  geschah  mit  Hilfe  des  Programms  Neurolucida 
(Version 5; MicroBrightField). Die zuvor präparierten und immunhistochemisch gefärbten 
Einzelwindungen  wurden  unter  dem  Fluoreszenzmikroskop  (Axioskop2,  Zeiss) 
betrachtet und ausgewertet (Abb. 2.6). Begonnen wurde immer am apikalen Ende der 
Basilarmembran  und  es  wurde  jedes  Segment  bis  hin  zur  Hook  auf  Haarzellverluste 
untersucht. Dabei wurde sich sowohl an den Zellkernen (DAPI-Färbung) als auch an den 
Cuticularplatten (Phalloidin-Färbung) der Haarzellen orientiert. Es war darauf zu achten,     Material & Methoden 
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dass man immer in der richtigen Focusebene war, damit man nicht beispielsweise die 
Zellkerne der Stützzellen der Haarzellen zählte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.9:  Whole Mount-Präparat der Cochlea mit Phalloidin-Färbung 
Für die Erstellung der Cochleogramme wurde der Haarzellverlust in der Reihe der inneren und den 
drei Reihen der äußeren Haarzellen quantitativ ausgewertet. Mit Hilfe des Phalloidins konnte selektiv 
das filamentöse Aktin der Stereozilien und der Cuticularplatten der Haarzellen gefärbt werden. Es 
wurden  „Konturen“  für  das  Vorhandensein  oder  den  Verlust  von  Haarzellen  vergeben.  Die 
Gesamtlänge  der  Basilarmembran  wurde  auf  Höhe  der  Pillarzellen  (PZ)  gemessen  (graue  Linie). 
Waren die inneren Haarzellen (IHC) da, wurde eine grüne Kontur verwendet. Und für die drei Reihen 
der äußeren Haarzellen (OHC1-3) war die Kodierung wie folgt: Haarzelle vorhanden = gelbe Linie, 
Haarzelle weg = blaue Linie. In der Fokusebene liegen die beiden äußeren Haarzellereihen OHC2 
und OHC3. 
 
Die  Gesamtstrecke  einer  Haarzellreihe  wurde  anhand  von  drei  Parametern 
morphometrisch  ausgewertet.  Strecken,  in  denen  die  Haarzellen  vorhanden w a r e n ,  
erhielten  die  Kodierung  „HC+“,  Strecken  mit  Haarzellverlust  die  Kontur  „HC-“  und 
Strecken,  bei  denen  das  Sinnesepithel  aufgrund  von  Präparationsschäden  fehlte,  die 
Kontur  „No  DataHC“.  Die  Auswertung  erfolgte  mit  einer  Auflösung  von  einer 
Haarzellbreite in allen Haarzellreihen. So gab es Konturen für die IHCs, und zwar (IHC+) 
und (IHC-). Dieselben Parameter wurden auch für die drei Reihen der OHCs vergeben. 
OHC1 war die Haarzellreihe, die neural an die Pfeilerzellen grenzte, die Reihen OHC2 
und  OHC3  schlossen  sich  abneural  an  OHC1  an.  Um  die  Gesamtlänge  der 
Basilarmembran zu bestimmen, wurde eine weitere Kontur (Pillar) vergeben, die immer 
auf Höhe der Pfeilerzellen angebracht wurde. Die Pfeilerzelle ist die Struktur, die relativ 
OHC1 
OHC2 
OHC3 
IHC 
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zuverlässig vorhanden ist und, die die in Richtung OHC3 größere Länge im Vergleich zu 
den IHCs vermittelt. Insgesamt wurden folglich 13 verschiedene Konturen vergeben. 
Waren  die  einzelnen  Segmente  der  Basilarmembran  auf  diese  Weise  ausgewertet, 
mussten sie mit Hilfe eines selbst entwickelten Microsoft Excel-Makros zusammengefügt 
werden, um so eine Aussage über den Ort und das Ausmaß der zellulären Schädigung 
und daraus resultierend der Beschallung bzw. der Presbyakusis machen zu können. Das 
Makro sorgte dafür, dass die zuvor vergebenen Konturen in der richtigen Reihenfolge 
aneinandergereiht wurden und man so eine exakte Länge der einzelnen Haarzellreihen 
und damit der gesamten Basilarmembran erhielt. Dies ist ein Verfahren, das in dieser 
Arbeitsgruppe entwickelt wurde. Anhand der Orts-Frequenz-Kartierung, die von Müller et 
al. (2005) an CBA/J-Mäusen erstellt wurde, konnte nun der Transfer von Zellschäden auf 
einen  bestimmten  Abschnitt  der  Basilarmembran  und  damit  einer  Frequenz  geleistet 
werden. Dies wird in den Histogrammen als feingestrichelte Linie dargestellt. Fehlte das 
Sinnesepithel, z.B. aufgrund von Präparationsartefakten, konnte keine Aussage über das 
Vorhandensein von Haarzellen getroffen werden. Dieser Zustand wird als freie Lücke in 
den  Cochleogrammen  symbolisiert.  Konnten  ansonsten  in  einem  Teilabschnitt  alle 
Haarzellen gezählt werden, so liegt die Linie bei 100%, konnten keine Haarzellen gezählt 
werden bei 0%.  
Um eine Aussage über die Schädigung einer Cochlea machen zu können, muss man 
den Haarzellverlust quantifizieren,  beispielsweise  indem  man  die  Konturen  vergleicht. 
Die Einheit ist dann relativ (Haarzellverlust in %). Will man Absolutzahlen haben, um 
diese bei gesunder und geschädigter Cochlea vergleichen zu können, muss man die 
Haarzelldichte kennen. Für die Bestimmung  der  Haarzelldichte  einer  Basilarmembran 
wurde wieder das Programm Neurolucida zur Auswertung herangezogen. Dafür wurden 
an  ausgewählten  Basilarmembranen  die  Haarzellen  einzeln  mit  Markern  versehen, 
gezählt  und  somit  die  Gesamtzellzahl  ermittelt.  Es  wurden  ebenfalls  unterschiedliche 
Marker für die verschiedenen Haarzellreihen vergeben. 
Die  Ergebnisse  wurden  anschließend  in  Form  von  Cochleogrammen  graphisch 
dargestellt. 
 
 
2.8  Nachweis des Kir6.2-Kanals im Innenohr 
 
Die  elektrophysiologischen  Messungen  wurden  von  immunhistochemischen  und 
molekularbiologischen  Untersuchungen  begleitet,  um  die  Expression  der  KATP-Kanal-    Material & Methoden 
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Untereinheiten  Kir6.2  bzw.  SUR  im  Innenohr  zu  charakterisieren.  Es  wurden 
verschiedene kommerzielle Antikörper, die sowohl gegen die Kir6.2- als auch die SUR-
Untereinheit gerichtet sind, verwendet. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenz- oder 
konfokalen Laser-Mikroskop.  
Zusätzlich wurde der molekularbiologische Nachweis des Kir6.2-Kanals im Innenohr in 
Zusammenarbeit  mit  der  AG  „Molekulare  Neurophysiologie“  unter  der  Leitung  von 
Prof. Dr.  B.  Liss  an  der  Universität  Ulm  durchgeführt.  Aus  unfixiertem  oder  leicht 
anfixiertem  (wenige  Minuten  in  4%  PFA)  Gewebe  der  Cochlea  wurden  mit  einem 
UV-Laser gezielt bestimmte Kompartimente, wie beispielsweise IHCs, OHCs oder Stria 
vascularis, dissektioniert. Aus diesen Zellen wurde mRNA gewonnen und mit Hilfe von 
quantitativer  PCR  wurden  die  bekannten  Untereinheiten,  die  man  braucht,  um  einen 
funktionellen  Kir6.2-Kanal  zu  bilden,  nachgewiesen.  Als  Marker  für  die  einzelnen 
Haarzellen  wurde  Otoferlin  für  die  IHCs  und  Prestin  für  die  OHCs  verwendet.  Die 
Methoden wurden bereits im Zusammenhang mit anderen Mausmodellen und Geweben 
beschrieben (Liss et al., 2005, Lammel et al., 2008).  
Das  Vorkommen  des  KATP-Kanals  und  seine  exakte  Zusammensetzung  im  Innenohr 
wurde mit der Patch-Clamp-Technik an isolierten Haarzellen der Cochlea von C57Bl/6 
untersucht. 
 
 
2.9  In vitro Elektrophysiologie (Patch-Clamp-Technik) 
 
2.9.1  Lösungen 
 
Zur  Gewinnung  der  isolierten  Haarzellen  bzw.  für  die  darauffolgenden 
elektrophysiologischen  Patch-Clamp-Messungen  der  Haarzellen  wurden  drei 
verschiedene Lösungen verwendet, eine Präparationslösung, eine Badlösung (externe 
Lösung)  und  eine  Pipettenlösung  (interne  Lösung).  Die  Ionenzusammensetzungen 
finden  sich  in  Tabelle  2.1.  Als  Puffer  wurde  HEPES  (10  mM)  in  allen  Lösungen 
eingesetzt.  Um  die  intrazellulären  Calciumionen  abzupuffern,  wurde  der 
Ca
2+-Komplexbildner  EGTA  (10  mM)  in  der  Pipettenlösung  verwendet.  Wenn  nicht 
anders erwähnt, wurden alle Chemikalien von Sigma bezogen. 
Für  die  Messungen  unter  möglichst  physiologischen  Bedingungen  wurde  in  die 
Präparationslösung sowie in die externe Lösung 10 mM Glucose (180,16 g/mol) und 
5 mM MgATP (507,18 g/mol) nur in die intrazelluläre Lösung hinzugefügt. Der pH-Wert Material & Methoden     
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der  Präparationslösung  sowie  der  Badlösung  wurde  mit  NaOH  auf  7,35  - 7 , 4 ,  d e r  
pH-Wert  der  Pipettenlösung  mit  KOH  auf  7,3  – 7 , 3 5  e i n g e s t e l l t .  D i e  O s m o l a r i t ä t  d e r  
Lösungen lag zwischen 290 - 310 mOsmol/l. 
 
Chemikalie 
Konzentration 
(mM) 
Molekulargewicht 
(g/mol) 
Menge 
(g/100ml) 
Präparationslösung       
NaCl  140  58,44  0,81816 
KCl  5,8  74,55  0,04324 
CaCl2 * 2 H2O  0,1  147,02  0,00147 
MgCl2 * 6 H2O  6,0  203,3  0,12198 
HEPES (C8H18N2O4S)  10  238,31  0,23831 
Badlösung       
NaCl  140  58,44  0,81816 
KCl  5,8  74,55  0,04324 
CaCl2 * 2 H2O  2,0  147,02  0,02940 
MgCl2 * 6 H2O  2,0  203,3  0,04066 
HEPES (C8H18N2O4S)  10  238,31  0,23831 
Pipettenlösung       
KCl  140  74,55  1,0437 
MgCl2 * 6 H2O  2,0  203,3  0,04066 
HEPES (C8H18N2O4S)  10  238,31  0,23831 
EGTA (C14H24N2O10)  10  380,35  0,38035 
 
Tabelle 2.1:  Zusammensetzung der Lösungen für die Patch-Clamp-Experimente 
 
Für  den  pharmakologischen  Nachweis  der  KATP-Kanal-Zusammensetzung  in  den 
Haarzellen der Cochlea wurden für die einzelnen verwendeten Pharmaka Stocklösungen 
angesetzt, die aliquotiert und tiefgefroren wurden, um die Frische der Lösungen für den 
jeweiligen Messtag zu gewährleisten. Die beiden SUR spezifischen KATP-Kanal-Öffner 
NN414  (Tifenazoxid,  SUR1  spezifisch,  Axon  Medchem,  Groningen,  The  Netherlands) 
und  P1075  (SUR2  spezifisch,  Tocris  Bioscience,  Bristol,  UK)  wurden  in  einer 
Konzentration  von  100  µM  an  die  IHCs  gespült.  10  mg  NN414  wurden  in  342,72  µl 
DMSO gelöst und als 100 mM Stocklösung verwendet. Für einen Messtag wurde ein     Material & Methoden 
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Aliquot  von  10  µl  der  Stocklösung  in  10  ml  der  externen  Lösung  verdünnt.  Gleiches 
wurde für den SUR2 spezifischen KATP-Kanal-Öffner P1075 vorgenommen, jedoch wurde 
die Stocklösung mit 10 mg P1075 in 432,34 µl DMSO gelöst. Der KATP-Kanal-Blocker 
Glibenclamid (Tocris Bioscience, Bristol, UK) wurde in einer Konzentration von 1 µM an 
die IHCs appliziert. Glibenclamid wurde in einer 1 mM Stocklösung in Aliquots à 10 µl 
tiefgefroren. Dafür wurden 5,23 mg der Substanz in 1,059 ml DMSO gelöst. 100 µl dieser 
Lösung  wurden  nochmals  mit  900 µl  DMSO  verdünnt.  Am  Messtag  wurde  dann  ein 
Aliquot  in  10  ml  externer  Lösung  verdünnt,  um  eine  Konzentration  von  1  µM  zu 
erreichen. 
 
 
2.9.2  Gewinnung der isolierten Haarzellen 
 
Die  Patch-Clamp-Experimente  wurden  an  isolierten  IHCs  und  in  einigen 
Pilotexperimenten auch an OHCs des Corti-Organs durchgeführt. Für die Isolation von 
nativen  Haarzellen  der  Maus  wurde  diese  zuerst  mit  einer  Schere  dekapitiert. 
Anschließend  wurden  die  beiden  Bullae  aus  dem  Schädel  herauspräpariert  und 
vorsichtig mit einer Pinzette geöffnet, um an die knöcherne Cochlea zu gelangen. Die 
beiden  Cochleae  wurden  zur  weiteren  Präparation  in  ein  eisgekühltes 
Präparationsschälchen  mit  Präparationslösung  überführt  (Tab.  2.1).  Wichtig  war,  die 
Cochleae sofort nach der Exstirpation auf Eis zu legen, um eventuelle Abbauprozesse, 
die die Qualität der Haarzellen möglicherweise beeinträchtigen könnten, zu reduzieren. 
Die  nun  folgende  Feinpräparation  inklusive  Isolation  der  Haarzellen  fand  bei 
Raumtemperatur unter einem Präparationsmikroskop (Olympus SZ-STU2) mit variabler 
Vergrößerung  statt.  Vorsichtig  wurde  mit  einer  Pinzette  und/oder  einem  feinen 
Präparationsmesser beginnend am apikalen Ende der Cochlea der Knochen bis hin zur 
Basis entfernt. Somit bekam man eine direkte Aufsicht auf die Windungen der Cochlea. 
Mit  einer  Mikroschere  konnte  nun  der  Modiolus  mit  samt  des  Sinnesepithels  etwas 
unterhalb der Basis der Cochlea abgetrennt werden. Dieses Gewebe wurde auf ein mit 
Poly-D-Lysin beschichtetes Deckgläschen (BD BioCoat) in einen Tropfen (etwa 100 µl) 
der  extrazellulären  Lösung  gelegt.  In  diesem  Tropfen  wurde  nun  das  Sinnesepithel 
langsam und äußerst vorsichtig mit einer Pinzette von der Hook in Richtung Apex der 
Cochlea  vom  Modiolus  abgezogen.  Mit  Hilfe  einer  feinen  Nadel  bzw.  einer  Pinzette 
wurden nun noch die Reste der Stria vascularis vom Sinnesepithel entfernt. Sowohl die 
Basilarmembran  inklusive  Corti-Organ  als  auch  die  verbliebenen  Stücke  der Material & Methoden     
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Stria vascularis wurden in kleinere Segmente geschnitten und im Anschluss mit einer 
Eppendorfpipette behutsam und möglichst luftblasenfrei trituriert (mehrfaches Ein- und 
Aussaugen  des  Gewebes  in  die  Pipette).  Ziel  der  Trituration  war,  die  einzelnen 
Haarzellen von der Basilarmembran und aus ihrem Verband zu lösen. Dabei wurden 
spezielle  Pipettenspitzen  verwendet,  die  ebenfalls  beschichtet  waren  (LoRetention 
Dualfilter, Eppendorf). Es wurde nicht zwischen den einzelnen Frequenzbereichen der 
Basilarmembran unterschieden, sondern vom apikalen bis zum basalen Teil der Cochlea 
alle Haarzellen verwendet. Waren keine Haarzellen mehr auf der Basilarmembran zu 
erkennen, wurde der Tropfen in die mit extrazellulärer Lösung gefüllte Badkammer eines 
aufrechten Mikroskops (Axioskop2 FS, Zeiss), auf deren Boden sich ebenfalls ein mit 
Poly-D-Lysin beschichtetes Deckgläschen befand, mit höchster Vorsicht eingespült. Es 
wurde gut 10 Minuten gewartet, bevor man mit den elektrophysiologischen Messungen 
beginnen konnte, damit sich die Zellen am Boden der Kammer ansiedeln konnten. Um 
mögliche  Nebenwirkungen  zu  vermeiden,  wurde  auf  eine  enzymatische  Isolation  der 
Haarzellen,  beispielsweise  mit  Trypsin  oder  Papain,  verzichtet.  Um  ein  Anhaften  der 
Haarzellen  an  den  Werkzeugen  zu  verhindern,  wurden  diese  mit  Silikon  (Sigmacote, 
Sigma) benetzt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.10:  Beispiele von im Rahmen der in vitro Elektrophysiologie gemessenen 
Haarzellen 
A, typisches Beispiel einer IHC. Im basalen Teil der Haarzelle ist der Zellkern zu erkennen und im 
apikalen Bereich sieht man die, in die Cuticularplatte der Haarzelle eingebetteten, Stereozilien. Die 
IHCs weisen eher die Form einer Birne auf. Am rechten Bildrand erscheint die Spitze der Messpipette. 
B,  ein  Beispiel  zweier  OHCs.  Im  Vergleich  zu  den  IHCs  sind  die  OHCs  etwas  länger  aber d a f ü r  
schmaler. Außerdem ist die Cuticularplatte der OHCs dünner. 
 
 
A  B 
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2.9.3  Datenerfassung 
 
Der  Messplatz  der  elektrophysiologischen  in  vitro M e s s u n g e n  w a r  a u f  e i n e m  
schwingungsgedämpften  Tisch  (LTO  90-75,  Bilz  Vibration  Technology,  Leonberg) 
aufgebaut  und  von  einem  Faraday-Käfig  (Eigenanfertigung  der  institutseigenen 
Werkstatt) umgeben. Mit Hilfe eines aufrechten Mikroskops wurden die Haarzellen mit 
40facher  Vergrößerung  (Achroplan  40x/0,80W,  Zeiss)  sichtbar  gemacht.  Wahlweise 
konnte eine Lupe (Luigs & Neumann) mit einer weiteren 2 oder 4fachen Vergrößerung 
dazugeschaltet werden. Über eine Infrarot-CCD-Kamera (VX-55, Till photonics) wurde 
das  Bild  digitalisiert  und  auf  einem  LCD-Monitor  (Panasonic)  dargestellt.  Um  die 
Haarzellen  in  der  Badkammer  suchen  zu  können,  war  die  Badkammer  auf  einem 
ferngesteuerten Mikromanipulator (Mini 55, Luigs & Neumann) angebracht. Die Patch-
Clamp-Messungen  wurden  mit  einem  Verstärker-System  von  HEKA  (EPC9,  HEKA 
Elektronik) durchgeführt. Die registrierten Signale wurden vom Hauptverstärker gefiltert 
(Bessel-Tiefpassfilter 10 bzw. 5 kHz), digitalisiert (Sampling-Rate 20 kHz) und mit Hilfe 
des Programms „Patchmaster“ (Version 2x32, HEKA Elektronik) auf einem Computer 
aufgezeichnet.  Der  Elektrodenhalter,  inklusive  Vorverstärker,  war  ebenfalls  auf  einem 
ferngesteuerten  Mikromanipulator  (Mini  25,  Luigs  &  Neumann)  befestigt,  um  die 
Messelektrode  im  Bad  möglichst  fein  und  präzise  steuern  zu  können.  Sowohl  die 
Messelektrode  in  der  Glasmikropipette,  als  auch  die  im  Bad  befindliche 
Referenzelektrode,  bestanden  aus  Silberdraht.  Um  ein  möglichst  konstantes 
Ausgleichspotential zwischen beiden Elektroden gewährleisten zu können, wurden diese 
in  regelmäßigen  Abständen  mit  einer  Natrium-Hypochlorid-Lösung  chloriert.  Ein 
Druckluftsystem wurde an den Elektrodenhalter angeschlossen, um die Membran der zu 
messenden  Haarzellen  manipulieren  zu  können.  Mit  Hilfe  eines  Pipettenziehgerätes 
(DMZ-Universal  Puller,  Zeitz)  wurde  für  jede  Haarzell-Messung  eine  neue  Pipette 
gezogen. Die Pipetten bestanden aus Borosilicatglaskapillaren mit Filament (GC150TF-
10,  Harvard  Apparatus).  Vor  der  jeweiligen  Messung  wurde  die  Pipette  mit  interner 
Lösung  befüllt,  dafür  wurde  die  Lösung  vorsichtig  durch  einen  Membranfilter 
(Porengröße 0,02 µm, Whatman) gedrückt. Kleine Partikel sollten herausgefiltert werden, 
um möglichen Verunreinigungen in der Pipettenspitze vorzubeugen. Es war darauf zu 
achten, dass die Lösung in der Pipette luftblasenfrei war. Die fertigen Pipetten hatten 
einen  elektrischen,  extrazellulär  gemessenen  Widerstand  zwischen  3,0  und  4,5  MΩ. 
Anschließend wurde die Pipette in den Elektrodenhalter eingespannt und in das Bad 
gefahren.  Offsetpotentiale,  die  zwischen  Elektroden  und  den  jeweiligen  Lösungen Material & Methoden     
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entstehen und nicht von dem biologischen Präparat herrühren, wurden kurz bevor man 
an die Zelle heranfuhr elektronisch korrigiert, um das tatsächliche, an der Zellmembran 
anliegende Potential zu messen.  
Nachdem sich die Haarzellen auf dem Boden der Badkammer angesiedelt hatten, wurde 
durch  die  ferngesteuerte  Mikromanipulation  der  Badkammer  damit  begonnen,  das 
Deckgläschen nach Haarzellen abzusuchen. Messungen wurden lediglich an Haarzellen 
durchgeführt, die aufgrund von visueller Prüfung gesund aussahen, d.h. es wurde darauf 
geachtet,  dass  die  gemessenen  Haarzellen  intakt  ausgerichtete  Stereozilienbündel 
aufwiesen,  ihr  Zellkern  sich  am  basalen  Pol  der  Zelle  befand  und  sie  keine 
offensichtlichen  Brownschen  Molekularbewegungen  der  Zellorganelle  zeigten. 
Haarzellen, die stark geschwollen oder zusammengeschrumpft waren, wurden nicht in 
die Messreihe aufgenommen. Patch-Clamp-Versuche der Haarzellen wurden in der von 
Neher  und  Sakmann  beschriebenen  Whole-Cell-Konfiguration  durchgeführt  (Sakmann 
und  Neher,  1984).  Mit  Hilfe  einer  Spannungsklemme,  auch  Voltage-Clamp-Modus 
genannt, wurde die Spannung über die Membran der Zelle konstant gehalten und der 
dafür  notwendige  Kompensationsstrom  gemessen.  Über  die  Messung  des 
Membranpotentials  und  einen  Rückkopplungswiderstand  im  Vorverstärker  wurde  ein 
Strom in die Zelle injiziert, um die Zelle bei einer definierten Spannung zu halten. Um 
einen geringen Leckstrom zwischen Zellmembran und Pipette und damit verbunden ein 
geringes  Rauschen  zu  erhalten,  war  es  notwendig  einen  hohen  Abdichtwiderstand 
zwischen  Zellmembran  und  Messpipette  (Seal)  zu  erreichen.  Dieser  wurde  erzeugt, 
indem man mit leichtem Überdruck auf der Messpipette langsam an den basalen Pol der 
Haarzelle heranfuhr bis sich die Zellmembran leicht nach innen wölbte. Nahm man den 
Überdruck weg, wurde der Membranfleck (Patch) in die Pipette gesaugt. Dieser Zustand 
war ziemlich stabil und konnte noch durch behutsames Ansaugen verstärkt werden. Für 
die Auswertung wurden nur Zellen herangezogen, die einen Abdichtwiderstand von mehr 
als einem Gigaohm aufwiesen (Gigaseal). Das Haltepotential wurde, abhängig von dem 
Messprotokoll,  auf  -50  oder  -60  mV  eingestellt,  um  die  Zelle  in  der  Nähe  ihres 
Ruhemembranpotentials  zu  halten,  was  zu  stabileren  Zellen  und  damit  besseren 
Messungen führte. Durch impulsartiges, heftiges Saugen (Erzeugung eines Unterdrucks) 
wurde nach dem Erreichen des Gigaseals die Zellmembran durchbrochen. Somit hatte 
man  über  die  Pipette  direkten  Zugang  zum  Zellinneren.  Das  bedeutet,  mit  dem 
Austausch  von  intrazellulärem  Milieu  mit  der  Pipettenlösung  hatte  man  eine  klar 
definierte Zusammensetzung des Zellinneren und konnte nun Ströme über die gesamte 
Zellmembran erfassen (Whole-Cell-Konfiguration). Nach dem Öffnen der Zelle wurden     Material & Methoden 
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der  Serienwiderstand,  der  dem  Widerstand  zwischen  Pipette  und  Zelle  entspricht, 
kompensiert sowie die kapazitiven Komponenten, die durch das Umladen der gesamten 
Zellmembran  bei  Spannungsänderungen  entstehen,  optimiert.  Der  Serienwiderstand 
wurde  um  75%  kompensiert.  Im  theoretischen  Idealfall  ist  der  Serienwiderstand,  das 
Maß für den elektrischen Zugang zur Zelle, gleich dem Pipettenwiderstand. Durch ein 
Verstopfen  der  Pipette  mit  Zellbestandteilen  erhöhte  sich  der  Serienwiderstand 
allerdings.  Bei  Werten  über  20  MΩ w u r d e  d i e  M e s s u n g  v e r w o r f e n ,  d a  d i e  d a d u r c h  
entstehenden  Spannungsfehler  zu  einem  Verfälschen  der  Ergebnisse  geführt  hätten. 
Anhand der Zellkapazität kann man einen Rückschluss auf die letztendliche Zellgröße 
ziehen,  da  biologische  Membranen  eine  spezifische  Kapazität  von  etwa  1  µF/cm
2 
besitzen  (Neher  und  Marty,  1982).  Anschließend  konnte  mit  den  verschiedenen 
Messprotokollen  in  dem  Voltage-Clamp-Modus  eine  elektrophysiologische 
Charakterisierung  der  Haarzellen  bzw.  deren  KATP-Ströme  durchgeführt  werden.  Der 
Serienwiderstand  sowie  die  langsame  kapazitive  Komponente  wurden  während  einer 
Messung  zwischen  den  jeweiligen  Messprotokollen  regelmäßig  kontrolliert  und 
gegebenenfalls neu eingestellt. Die in der Folge angegebenen Potentiale wurden nicht 
um das Liquid Junction Potential, ein Übergangspotential zwischen der unterschiedlich 
zusammengesetzten Bad- und Pipettenlösung (Molleman, 2003), korrigiert. 
Für  die  Applikation  von  Pharmaka  konnte  über  eine  feinmechanische,  manuell 
steuerbare  Apparatur  (Narishige,  Japan)  ein  Applikationssystem  direkt  an  die  zu 
messende Haarzelle herangeführt werden. Dieses Applikationssystem bestand aus einer 
Pumpe  (syringe  pump  sp220i,  WPI),  in  die  gewöhnliche  10  ml  Spritzen  eingespannt 
werden konnten, und einem mit den jeweiligen Spritzen über Schläuche verbundenen 
Steuergerät  (valve  controller),  mit  dem  man  regeln  konnte,  ob  und  aus  wie  vielen 
Spritzen eine Lösung in die Badlösung bzw. an die Haarzelle appliziert wurde. Für den 
elektrophysiologischen Nachweis der KATP-Kanal-Zusammensetzung wurde eine Spritze 
mit Badlösung befüllt, eine mit dem SUR1 spezifischen KATP-Kanal-Öffner NN414 und 
eine  weitere  mit  NN414  und  dem  KATP-Kanal-Blocker  Glibenclamid.  In  den  ersten 
Experimenten wurde vor der pharmakologischen Behandlung eine 20 mM K
+-Lösung an 
die Zelle gespült, um anhand des erhöhten K
+-Stroms ein Gefühl für die Platzierung der 
Applikationskanüle vor der Haarzelle zu bekommen. Des Weiteren wurde in einer ersten 
Testreihe zusätzlich zu den bisher beschriebenen Lösungen noch der SUR2 spezifische 
KATP-Kanal-Öffner P1075 dem Applikationssystem zugefügt und in den experimentellen 
Ablauf integriert. 
 Material & Methoden     
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2.9.4  Datenauswertung/Messprotokolle 
 
Die  Datenanalyse  erfolgte  entweder  direkt  in  den  Programmen  PatchMaster  und 
FitMaster  (Version  2x32,  HEKA  Elektronik)  oder  die  Daten  wurden  aus  diesen 
Programmen exportiert und mit Hilfe des Programms Igor Pro (Version 6.02A) weiter 
ausgewertet. 
Ströme  positiver  Ionen  in  die  Zelle  werden  als  Einwärtsstrom  definiert  und  in  den 
Graphiken definitionsgemäß nach unten aufgetragen, Ströme positiver Ionen aus der 
Zelle heraus sind entsprechend Auswärtsströme und werden nach oben dargestellt. 
Nachdem die Whole-Cell-Konfiguration erreicht war, wurde das Ruhemembranpotential 
der Haarzellen gemessen, noch bevor bestimmte Messprotokolle verwendet wurden. Um 
die Aktivierung der KATP-Kanäle zu messen, wurde anfangs auf die Zugabe von Glucose 
und MgATP in die Lösungen verzichtet, d.h. die Kanäle öffneten sich allmählich durch 
Auswaschen des intrazellulären ATPs. Das dafür verwendete Messprotokoll war eine 
Spannungsrampe  (Abb.2.11A).  Dabei  wurde  mit  einem  Haltepotential  von  -50 m V  
begonnen und anschließend eine Potentialänderung von -40 auf -110 mV innerhalb von 
100 ms herbeigeführt. Durch das Öffnen der KATP-Kanäle kam es zu einem Anstieg des 
Auswärtsstroms und damit zu einem steileren Verlauf der Rampe. Der Zeitpunkt, an dem 
sich die einzelnen Rampen im Verlauf einer Messung kreuzten, war der Punkt, an dem 
die Ionenströme im Gleichgewicht waren und es zu keinem Nettostromfluss kam. Aus 
diesem  Zeitpunkt  konnte  das  Potential  bestimmt  werden,  bei  dem  es  unter  den 
gegebenen  Messbedingungen  zu  einem  Wechsel  zwischen  Einwärtsstrom  und 
Auswärtsstrom kam (Umkehrpotential).  
Für  alle  nun  folgenden  Messungen  wurde  unter  physiologischen  Bedingungen 
gemessen,  d.h.  unter  Zugabe  von  Glukose  (10  mM)  und  MgATP  (5  mM).  Die 
Grundcharakterisierung d e r  H a a r z e l l e n  w u r d e  a n h a n d  d e s  i n  A b b i l d u n g  2 . 1 1 C  
dargestellten Protokolls, einer schrittweisen Erhöhung des Potentials mit vorgelagertem, 
hyperpolarisierendem  Puls,  vorgenommen.  Dieser  Vor-Puls  diente  dazu,  alle 
spannungsabhängigen Kanäle aus ihrer Inaktivierung zu holen. Das Haltepotential lag 
bei  -60  mV.  Durch  den  Vorpuls  wurde  die  Haarzelle  auf  -90  mV  hyperpolarisiert  um 
anschließend  in  Schritten  von  10  mV  bis  auf  40  mV  depolarisiert  zu  werden.  Mit 
steigenden Potentialschritten nahm die jeweilige Stromantwort der Haarzelle zu. Um die 
grundlegenden  elektrophysiologischen  Eigenschaften  der  beiden  untersuchten 
Stammlinien Kir6.2-KO und C57Bl/6 vergleichen zu können, wurden folgende Parameter 
der Einzelmessungen ausgewertet und miteinander verglichen: der Instantanstrom, die     Material & Methoden 
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erste negative Stromamplitude nach der kapazitiven Komponente, der maximale Strom 
und der mittlere Strom bei stabilem Zustand (steady state).  
Für  die  pharmakologischen  Experimente  wurde  ein  einfacher,  zellschonender 
Rechteckpuls mit alternierender Phase verwendet. Das Haltepotential lag wiederum bei 
-50  mV  und  wurde  um  10  mV  abwechselnd  erhöht  bzw.  erniedrigt  (Abb.2.11B).  Die 
Stromveränderung nach oben konnte, entsprechend der Definition für Auswärtsströme, 
abgelesen werden. Für die Bestimmung der maximalen Auswärtsströme einzelner IHCs 
unter  verschiedenen  pharmakologischen  Bedingungen  wurden  jeweils  die 
Einzelmesswerte der letzten 20 s, bevor eine neue Substanz in das Bad gespült wurde, 
gemittelt. Für den Vergleich der Messungen verschiedener IHCs wurden die Werte der 
einzelnen Haarzellen gemittelt und graphisch dargestellt. Somit ergaben sich Mittelwerte 
für die Auswärtsströme der IHCs während des Anspülens mit der Badlösung, mit dem 
SUR1  spezifischen  KATP-Kanal-Öffner NN414 und einer Kombination  aus  NN414  und 
Glibenclamid. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.11:  Messprotokolle der in vitro Elektrophysiologie 
A, Spannungsrampe zur Aktivierung der KATP-Kanäle und zur Bestimmung deren Umkehrpotentials. 
Die Spannung wird von -40 auf -110 mV herabgesenkt. B, Rechteckpuls mit alternierender Phase von 
±10 mV zur Bestimmung der Auswärtsströme im Rahmen der pharmakologischen Experimente. C, 
Depolarisierende  Spannungssprünge  (10  mV)  von  -90  auf  40  mV  mit  vorgelagertem 
hyperpolarisierendem  Puls  zum  Vergleich  der  elektrophysiologischen  Eigenschaften  der  IHCs  von 
C57Bl/6 und Kir6.2-KO. 
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2.10  Statistik 
 
Wenn ABR-Schwellenkurven einzelner Tiere völlig abweichend von denen der anderen 
Tiere  in  einer  jeweiligen  Gruppe w a r e n ,  w u r d e n  d i e s e  n a c h t r ä g l i c h  m i t  d e m  
Chauvenet-Kriterium  (Sachs,  1999)  auf  einen  Ausreißer  getestet  und  gegebenenfalls 
aus den Mittelwertdaten herausgenommen. Diese Ausreißer-Tiere gehen weder in die 
elektrophysiologischen  Mittelwertsbestimmungen  noch i n  d i e  h i s t o l o g i s c h e n  
Auswertungen ein.  
Sowohl für die ABR-Messungen als auch für die Patch-Clamp-Experimente wurde für 
jeden  erhobenen  Wert  in  der  jeweiligen  Gruppe  ein  arithmetischer  Mittelwert  mit  der 
dazugehörigen  Standardabweichung  gebildet.  „n“  bezeichnet  dabei  die  Größe  der 
jeweiligen Stichprobe. Für die in vivo Elektrophysiologie und die dazugehörige Histologie 
gibt „n“ die Anzahl der untersuchten Tiere an. Für die in vitro Elektrophysiologie dagegen 
stellt „n“ die Zahl der gemessenen Zellen dar. 
Der  Test  auf  Signifikanz  geschah,  wenn  nicht  anders  erwähnt,  mit  dem  t-Test  nach 
Student auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 (*), p<0,01 (**) oder p<0,001 (***). Mit 
Hilfe  des  Kolmogorov-Smirnov-Tests  wurde  auf  Normalverteilung  der  Datensätze 
geprüft. Der Vergleich von mehr als zwei normalverteilten Datensätzen wurde mit einer 
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt. Wurde mit diesem statistischen 
Test ein signifikanter Unterschied festgestellt, so wurde anschließend mit dem Bonferroni 
post-hoc  Test  überprüft,  welche  der  Gruppen  signifikant  unterschiedlich  waren.  Die 
Datensätze  der  pharmakologischen  in  vitro E l e k t r o p h y s i o l o g i e  w u r d e n  m i t  e i n e m  
gepaarten t-Test auf Signifikanz überprüft. 
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3.  Ergebnisse 
 
 
3.1  In  vivo C h a r a k t e r i s i e r u n g  d es  Hörvermögens  von  Kir6.2-KO-
Mäusen 
 
Ein Ziel der Arbeit war es, den Zeitpunkt des Einsetzens der Presbyakusis und deren 
weiteren  Verlauf  zwischen  den  beiden  Stammlinien  Kir6.2-KO  und  C57Bl/6  zu 
vergleichen. Im Verlauf der Diplomarbeit, die im Jahr 2008 eingereicht wurde, wurde das 
Hörvermögen von Kir6.2-KO-Mäusen charakterisiert. Dabei wurden ABR-Messungen bei 
unbehandelten  Tieren  der  drei  Stammlinien  Kir6.2-KO,  Kir6.2-WT  und  C57Bl/6  in 
verschiedenen Altersklassen durchgeführt. Da sich die ABR-Schwellen der Kir6.2-WT 
und der C57Bl/6 nicht wesentlich unterschieden, wurden im Rahmen der vorliegenden 
Doktorarbeit nur Mäuse der Stammlinie C57Bl/6 als Kontrollgruppe herangezogen. Die 
Audiogramme der C57Bl/6 konnten nun um die Altersklassen 52 und 96 Wochen und die 
der  Kir6.2-KO  um  die  Altersklasse  93  Wochen  erweitert  werden,  sodass  nun  die 
Hörkurven der Kir6.2-KO und der C57Bl/6 im Alter von 4 bis 96 Wochen vorliegen. In 
Abbildung 3.1A sind die Audiogramme der Kir6.2-KO in den Alterklassen 4, 12, 24, 52 
und  93  Wochen  dargestellt.  Aufgetragen  ist  die  Frequenz  in  kHz  gegen  den 
Schalldruckpegel  in  dB  SPL.  Die  unterschiedlich  formatierten  Kurven  zeigen  den 
Mittelwert  der  für  die  jeweilige  Altersklasse  gemessenen  einzelnen  Tiere  mit 
dazugehöriger  Standardabweichung.  Die  Anzahl  der  Tiere  pro  Messreihe  ist  in  der 
Abbildungslegende vermerkt.  
Die Audiogramme der Gruppe der 4 und der 12 Wochen alten Kir6.2-KO unterscheiden 
sich  kaum.  Beide  Audiogramme  zeigen  einen  relativ  flachen  Schwellenverlauf  im 
mittleren Frequenzbereich zwischen 8 und 22,6 kHz. Die Bestfrequenz der 4 Wochen 
alten Kir6.2-KO liegt bei 16 kHz mit einer Schwelle von 18,63 ± 2,34 dB SPL, die der 
12 Wochen alten Kir6.2-KO bei 22,6 kHz mit einer Schwelle von 16,67 ± 2,5 dB SPL. 
Eine  erste  leichte  Verschlechterung  des  Hörvermögens  tritt  in  der  Gruppe  der 
24 Wochen alten Kir6.2-KO  auf.  Besonders  im  hochfrequenten  Bereich  kommt  es  zu 
einer signifikanten Schwellenanhebung von bis zu 25,68 dB bei 32 kHz und einer damit 
einhergehenden Verschiebung der Bestfrequenz auf 11,3 kHz mit 17,5 ± 5,89 dB SPL. 
Ab  einem  Alter  von  52  Wochen  kommt  es  erstmals  auch  zu  einer  leichten 
Schwellenanhebung im tieffrequenten Bereich mit 9,31 dB bei 2,8 kHz. Jedoch liegt der 
deutlich größere Hörverlust hauptsächlich im Bereich der hohen Frequenzen mit einer Ergebnisse     
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maximalen Schwellenerhöhung von 38,18 dB bei 32 kHz im Vergleich zu der 4 Wochen 
alten  Gruppe.  In  der  Altersklasse  93  Wochen  sind  deutlich  signifikante,  große 
Hörverluste sowohl im tief- als auch im hochfrequenten Hörbereich zu verzeichnen. Von 
einem  vormals  relativ  flachen  Schwellenverlauf  spitzen  sich  die  Audiogramme  mit 
steigendem  Alter  gerade  im  mittleren  Frequenzband  immer  weiter  zu.  Die 
Bestfrequenzen liegen zwar nach wie vor bei 11,3 bzw. 16 kHz, allerdings jetzt mit einem 
Schalldruckpegel von jeweils 55 ± 10,8 dB SPL bzw. 15,81 dB SPL. Im tieffrequenten 
Bereich kommt es zu einer maximalen Schwellenanhebung von 49,77 dB bei 4 kHz und 
im hochfrequenten Bereich von 60,68 dB bei 32 kHz im Vergleich zu der 4-Wochen-
Klasse. Dieser Hörverlust ist noch als mittelgradig einzustufen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.1:  Altersabhängige Entwicklung des Hörvermögens bei Kir6.2-KO und 
C57Bl/6 
A, Mittelwerte und Standardabweichungen der Schwellenkurven der einzelnen Altersklassen (4, 12, 
24, 52 und 93 Wochen) der Kir6.2-KO. Diese Stammlinie entwickelt eine verlangsamte und reduzierte 
Presbyakusis. Bis zu einem Alter von 52 Wochen ist lediglich im hochfrequenten Hörbereich eine 
Schwellenanhebung  zu  erkennen.  Im  Alter  von  93  Wochen  tritt  ein  deutlicher,  jedoch  noch  als 
mittelgradig einzustufender Verlust des Hörvermögens in allen Frequenzen ein. B, Mittelwerte und 
Standardabweichungen  der  Schwellenkurven  der  einzelnen  Altersklassen  (4,  12,  24,  52  und  96 
Wochen) der C57Bl/6. Bereits im Alter von 24 Wochen ist besonders im hochfrequenten Bereich ein 
deutlicher Verlust des Hörvermögens zu sehen. Ab einem Alter von 52 Wochen besteht nur noch ein 
Resthören im tieffrequenten Hörbereich. Mit 96 Wochen sind die C57Bl/6 nahezu taub. 
 
Eine deutlich größere Schwellenverschiebung und vor allem ein schneller einsetzender 
altersabhängiger Hörverlust als bei den Kir6.2-KO ist bei den C57Bl/6-Mäusen zu sehen. 
In Abbildung 3.1B sind die Audiogramme der Stammlinie C57Bl/6 in den Altersstufen 4, 
12, 24, 52 und 96 Wochen dargestellt. Die Gruppe der 4 Wochen alten C57Bl/6 hat ihre 
Bestfrequenz bei 11,3 kHz mit 16,43 ± 2,44 dB SPL. Bereits im Alter von 12 Wochen 
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entwickeln die C57Bl/6 einen leichten hoch- und tieffrequenten Hörverlust, der sich dann 
im Alter von 24 Wochen massiv verstärkt. Hier zeigen alle Frequenzen ausnahmslos 
signifikant schlechtere Schwellen. Durch die deutliche Schwellenanhebung im hoch- und 
tieffrequenten  Bereich  verläuft  das  Audiogramm  immer  spitzer  zu  11,3  kHz  hin 
zusammen.  Im  tieffrequenten  Hörbereich  erreichen  die  C57Bl/6  eine  maximale 
Schwellenanhebung von 16,43 dB bei 2,8 kHz mit einer absoluten Schwelle von 76,43 ± 
8,02  dB  SPL  und  im  hochfrequenten  Bereich  von  48,57  dB  bei  32  kHz  mit  einer 
absoluten  Schwelle  von  113,57  ± 1 7 , 0 1  d B  S P L .  I m  A l t e r  v o n  5 2  W o c h e n  i s t  d e r  
Hörverlust  bereits  als  hochgradig  einzustufen  und  die  C57Bl/6  besitzen  lediglich  ein 
Resthören  im  tieffrequenten  Bereich  mit  einer  Bestfrequenz  bei  8  kHz  mit 
72,86 ± 10,32 dB  SPL.  Sie  zeigen  eine  signifikante,  frequenzabhängige 
Schwellenanhebung im Bereich von 22,5 dB bei 2 kHz bis hin zu 91,43 dB bei 22,6 kHz 
verglichen  mit  der  4-Wochen-Klasse.  Im  hochfrequenten  Bereich  weisen  sie 
ABR-Schwellen  über  110  dB  SPL  auf.  Im  Alter  von  96  Wochen  sind  die  C57Bl/6 
offensichtlich  taub.  Während  in  den  Frequenzen  zwischen  5,6  und  11,3  kHz  die 
Schwellen  noch  knapp  unter  100  dB  SPL  liegen,  befinden  sich  in  allen  anderen 
Frequenzen die Schwellen deutlich über 100 dB SPL. 
Vergleicht  man  die  Audiogramme  der  beiden S t a mml i n i e n  K i r 6 . 2 -KO  und  C57Bl/6  im 
Alter von 4 Wochen miteinander, so sieht man, dass sich die beiden Schwellenkurven 
sehr ähneln. Lediglich bei 32 und 45,2 kHz weisen die Kir6.2-KO signifikant niedrigere 
Schwellen auf als die gleichaltrigen C57Bl/6. Im Alter von 12 Wochen zeigen die C57Bl/6 
bereits einen einsetzenden Hörverlust, während die Kir6.2-KO noch völlig unveränderte 
Schwellen  aufweisen.  Man  sieht  nun  zwischen  den  beiden  Stammlinien  eine  erste 
signifikante  Schwellenanhebung  ab  16  kHz.  Am  deutlichsten  ausgeprägt  ist  der 
Unterschied  jedoch  ab  einem  Alter  von  52  Wochen.  Hier  zeigen  die  C57Bl/6 
ausnahmslos  in  allen  Frequenzen  einen  hochsignifikanten  Hörverlust,  resultierend  in 
einem maximalen Schwellenunterschied von 76,1 dB bei 22,6 kHz. Die Schwelle der 
Bestfrequenz  der  Kir6.2-KO  liegt  immer  noch  mit  22,5  ± 4 , 6  d B  S P L  b e i  1 6  k H z ,  
wohingegen die C57Bl/6 ihre Bestfrequenz bei 8 kHz mit 72,86 ± 10,32 dB SPL haben. 
Betrachtet  man  den  Verlauf  des  altersabhängigen  hochfrequenten  Hörverlusts  bei 
22,6 kHz im Detail, so sieht man die deutlich signifikant unterschiedlich zunehmenden 
Hörschwellen zwischen C57Bl/6 und Kir6.2-KO (Abb.3.2). Durch das Fehlen des Kir6.2-
Kanals konnte die Presbyakusis etwa um den Faktor 3 verlangsamt werden. 
Abschließend lässt sich für den Vergleich des Hörvermögens bzw. der Entwicklung einer 
Presbyakusis der untersuchten Stammlinien festhalten, dass die Wildtyp-Mäuse einen Ergebnisse     
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sehr  frühen  Beginn  der  Presbyakusis  mit  erhöhten  ABR-Schwellen,  besonders  im 
hochfrequenten  Hörbereich,  zeigen.  Im  Gegensatz  dazu  weisen  die  Kir6.2-KO  einen 
statistisch  signifikant  verlangsamten  und  reduzierten  altersabhängigen  Hörverlust  auf. 
Sie haben in allen Altersklassen und Frequenzen die niedrigsten Schwellen und erleiden 
einen wesentlich geringeren und später einsetzenden Hörverlust, sind allerdings nicht 
komplett vor einem altersabhängigen Hörverlust geschützt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.2:  Altersabhängige Entwicklung der ABR-Schwellen bei 22,6 kHz von 
Kir6.2-KO und C57Bl/6 
Der Vergleich der ABR-Schwellen bei 22,6 kHz von Kir6.2-KO (offene Kreise) und C57Bl/6 (schwarze 
Kreise)  in  verschiedenen  Altersklassen  verdeutlicht  den  unterschiedlichen  Verlauf  des 
altersabhängigen Hörverlusts. Durch den Verlust des Kir6.2-Kanals konnte die Presbyakusis etwa um 
den  Faktor  3  verlangsamt  werden.  Bereits  im  Alter  von  etwa  einem  Jahr  sind  die  C57Bl/6  im 
hochfrequenten  Bereich  taub.  Es  kommt  mit  zunehmendem  Alter  zu  keiner  Verschlechterung  der 
ABR-Schwellen.  Die  beiden  Regressionsgeraden  sind  hochsignifikant  unterschiedlich  (p=0,00017; 
R
2
C57=0,99; R
2
KirKO=0,98). 
 
 
3.2  Morphologische Befunde 
 
Zusätzlich  zu  den  ABR-Messungen  wurden  Cochleogramme  erstellt,  um  den 
Zusammenhang zwischen Morphologie der Haarzellen und deren mögliche strukturelle 
Veränderungen mit den physiologischen Daten zu untersuchen. Mit den, in Material und 
Methoden beschriebenen, verwendeten histologischen Protokollen war es nicht möglich, 
R
2=0,99 
R
2=0,98     Ergebnisse 
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eine  Veränderung  der  Haarzellen  auf  metabolischer  Ebene  festzustellen.  Es  konnte 
lediglich eine Aussage über das generelle Vorhandensein von Haarzellen, sowohl der 
IHCs als auch der drei Reihen OHCs, nicht aber über die Funktionalität vorhandener 
Haarzellen getroffen werden.  
 
 
3.2.1  Altersbedingte strukturelle Veränderungen 
 
Um  den  altersbedingten  Haarzellverlust  von  Kir6.2-KO  und  C57Bl/6  zu  untersuchen, 
wurden  Cochleogramme  der  Altersklassen  4  Wochen,  12  Wochen,  24  Wochen  und 
52 Wochen erstellt und miteinander verglichen. Die schwarze Kurve in den Abbildungen 
zeigt das Cochleogramm der Kir6.2-KO, die graue Kurve zeigt das Cochleogramm der 
C57Bl/6. In der Altersklasse 4 Wochen sind sowohl im Bereich der IHCs als auch in den 
drei Reihen der OHCs keine bis sehr geringe Haarzellverluste zu erkennen (Abb.3.3A). 
In Bezug auf einen Haarzellverlust gibt es im Alter von 4 Wochen keinen Unterschied 
zwischen den beiden Stammlinien. Lediglich im Bereich der OHC3 der C57Bl/6 ist ein, 
wenn auch leichter, erster Haarzellverlust zu sehen. 
Bei  den  12  Wochen  alten  Tieren  konnte  nur  je  ein  Tier  pro  Stammlinie  ausgewertet 
werden  (Abb.3.3B).  Die  IHCs  zeigen  in  beiden  Gruppen  einen  etwa  20%igen 
Haarzellverlust  im  Bereich  um  64  kHz.  Die  OHC1  weisen  einen  moderaten 
Haarzellverlust zwischen 20 und 40%, beginnend ab einer relativen Entfernung von 80% 
vom Apex, auf. In den Reihen OHC2 und OHC3 scheint es einen etwas ausgeprägteren 
Haarzellverlust auf Seiten der C57Bl/6 zu geben. Da hier allerdings ein größerer Teil des 
Sinnesepithels  in  der  Gruppe  der  Kir6.2-KO  fehlte,  lässt  sich  keine  exakte  Angabe 
machen.  
Ein erster, deutlicher morphologischer Unterschied zwischen Kir6.2-KO und C57Bl/6 ist 
bei den 24 Wochen alten Tieren zu erkennen (Abb.3.3C). Während der Haarzellverlust 
der IHCs der Kir6.2-KO erst bei etwa 90% relativer Entfernung vom Apex beginnt und im 
ganz basalen Teil der Basilarmembran noch knapp 40% der Haarzellen vorhanden sind, 
zeigen  die  C57Bl/6  einen  früher  einsetzenden  und  stärker  ausgeprägten  Verlust  der 
IHCs. In dieser Gruppe beginnt der Haarzellverlust bereits bei 80% relativer Entfernung 
vom Apex und im basalen Bereich sind keine Haarzellen mehr vorhanden. Ein ähnliches 
Schädigungsmuster zeigen die drei Reihen der OHCs. In jeder der drei Reihen setzt der 
Haarzellverlust bei den C57Bl/6 früher ein als bei den gleichaltrigen Kir6.2-KO, in der 
Reihe der OHC1 bei ungefähr 65% relativer Entfernung vom Apex und in den Reihen Ergebnisse     
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OHC2 und OHC3 bei ca. 60%. Bei den Kir6.2-KO beginnt der Haarzellverlust in allen 
drei Reihen der OHC bei etwa 75% relativer Entfernung vom Apex. 
Noch dramatischer werden die Unterschiede der strukturellen Veränderungen zwischen 
den beiden untersuchten Stammlinien im Alter von 52 Wochen ersichtlich (Abb.3.3D). 
Schon  sehr  früh,  bei  etwa  30%  relativer  Entfernung  vom  Apex,  das  entspricht  einer 
Frequenz von 11,3 kHz, setzt bei den C57Bl/6 ein ca. 10 - 15%iger Verlust der IHCs ein. 
Dieser zieht sich bis etwa 60% relativer Entfernung vom Apex fort und nimmt ab hier 
rapide zu. Die IHCs der Kir6.2-KO sind dagegen bis zu einer Frequenz von über 45 kHz, 
also einer relativen Entfernung von 85% vom Apex komplett vorhanden. Dann allerdings 
ist auch in dieser Gruppe ein deutlicher Haarzellverlust zu verzeichnen. Jedoch sind bis 
in den ganz basalen Teilbereich der Basilarmembran noch wenigstens 10 - 20% der 
IHCs vorhanden. In den Reihen der OHCs der C57Bl/6 ist jetzt auch ein sehr auffälliger 
Haarzellverlust im apikalen Teil, sprich dem tieffrequenten Bereich der Basilarmembran, 
erkennbar. Besonders in den Reihen OHC1 und OHC3 unterscheidet er sich stark von 
den Kir6.2-KO. In den ersten 20% relativer Entfernung vom Apex wird ein Verlust der 
OHCs von 30 bis hin zu sogar 50% ersichtlich. Im mittleren Frequenzbereich zwischen 8 
und 16 kHz sind dann wiederum fast 100% der Haarzellen in den Reihen OHC1 und 
OHC2  vorhanden.  Lediglich  die  Reihe  OHC3  zeigt  auch  hier  schon  einen  deutlichen 
Verlust an Haarzellen. Der eigentliche hochfrequente Haarzellverlust setzt in allen drei 
Reihen  der  OHCs  bereits  bei  etwa  50%  relativer  Entfernung  vom  Apex  ein.  Das 
entspricht einer Frequenz von etwas mehr als 16 kHz. Dagegen ist auffällig, dass die 
OHCs  der  Kir6.2-KO  deutlich  länger  vorhanden  sind.  Erst  ab  etwa  70%  relativer 
Entfernung vom Apex tritt in dieser Gruppe ein Haarzellverlust ein. Des Weiteren zeigen 
die  Kir6.2-KO  keinen  so  massiven  tieffrequenten  Verlust  im  Bereich  der  OHCs,  mit 
Ausnahme  der  OHC2.  Diese  lassen  einen  Haarzellverlust  auf  den  ersten  10  - 1 5 %  
relativer  Entfernung  vom  Apex  erkennen.  Zusammenfassend  lässt  sich  für  beide 
Stammlinien sagen, dass der Haarzellverlust im Bereich der OHCs ausgeprägter auftrat 
als bei den IHCs. Innerhalb der OHCs gab es dahingehend eine Verschiebung, dass die 
Reihen  OHC2  und  OHC3  tendenziell  stärker  betroffen  waren  als  die  Reihe  OHC1. 
Außerdem  war  der  Verlust  der  OHCs  im  hochfrequenten  Bereich  drastischer  als  im 
tieffrequenten Teil der Basilarmembran. Vergleicht man die beiden Gruppen C57Bl/6 und 
Kir6.2-KO,  so  lässt  sich  zusammenfassend  festhalten,  dass  die  Kir6.2-KO  einen 
geringeren altersabhängigen Haarzellverlust, sowohl in den IHCs als auch in den drei 
Reihen der OHCs, aufweisen. 
     Ergebnisse 
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Abbildung 3.3:  Altersbedingte strukturelle Veränderungen bei Kir6.2-KO und C57Bl/6  
Es sind die Cochleogramme der vier Altersklassen der beiden Stammlinien Kir6.2-KO (schwarz) und 
C57Bl/6 (grau) dargestellt. Aufgetragen ist die Haarzelldichte der inneren Haarzellreihe (IHC) und der 
drei äußeren Haarzellreihen (OHC1-3) gegen die Frequenz (kHz) bzw. die relative Entfernung vom 
Apex  (%).  In  den  stellenweise  lückenhaften  Abschnitten k o n n t e  a u f g r u n d  d e s  F e h l e n s  d e s  
Sinnesepithels keine Aussage über das Vorhandensein der Haarzellen getroffen werden. Dargestellt 
sind die Cochleogramme in A der 4 Wochen alten (C57Bl/6 n=2, Kir6.2-KO n=1), in B der 12 Wochen 
alten (C57Bl/6 n=1, Kir6.2-KO n=1), in C der 24 Wochen alten (C57Bl/6 n=2, Kir6.2-KO n=2) und in D 
der 52 Wochen alten (C57Bl/6 n=2, Kir6.2-KO n=1) Kir6.2-KO und C57Bl/6. Man sieht einen deutlich 
stärker  ausgeprägten  Haarzellverlust  in  allen  Haarzellreihen  bei  den  C57Bl/6,  besonders  in d e n  
Altersklassen 24 und 52 Wochen. 
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3.2.2  Strukturelle Veränderungen nach einem Schalltrauma 
 
Für die Auswertung der Haarzellverluste nach einem Schalltrauma wurden zusätzlich 
Cochleogramme von Tieren der Altersklassen 12 Wochen und 24 Wochen nach einer 
Beschallung  erstellt.  Die  Tiere  wurden  mit  einem  Rauschen  von  112  dB  im 
Frequenzbereich von 8 - 16 kHz über zwei Stunden beschallt. Damit sollte untersucht 
werden,  ob  die  Schalltrauma-Protektion  der  Kir6.2-KO,  die  auf  der  Ebene  von  ABR-
Messungen  gezeigt  werden  konnte  (Groth,  2008),  auch  auf  morphologischer  Ebene 
sichtbar war.  
Weder die 12 Wochen alten Kir6.2-KO noch die gleichaltrigen C57Bl/6 zeigen nach dem 
Schalltrauma einen zusätzlichen Haarzellverlust (Abb.3.4A). Es gibt keinen Unterschied 
zwischen den beiden Stammlinien und auch im Vergleich zu der unbeschallten Kontrolle 
(Abb.3.3B) lässt sich keine Auffälligkeit feststellen. Abgesehen von dem hochfrequenten, 
altersbedingten  Haarzellverlust  sind  in  der  Reihe  der  IHCs  und  den  drei  Reihen  der 
OHCs bis auf wenige Stellen keine fehlenden Haarzellen zu identifizieren. 
Ein  etwas  anderes  Bild  der  Schädigung  nach  der  Beschallung  zeigen  dagegen  die 
24 Wochen alten Tiere (Abb.3.4B). Hier ist ein Haarzellverlust innerhalb der C57Bl/6, 
besonders  in  den  Haarzellreihen  OHC1 u n d  O H C 3 ,  e t w a  e i n e  O k t a v e  o b e r h a l b  d e s  
Bereichs  der  Beschallungsfrequenzen  (rote  Markierung),  festzustellen.  Zwischen 
22,6 und 32 kHz ist ein 20 bis 40%iger Haarzellverlust in den beiden genannten Reihen 
der OHCs zu erkennen. Zwischen 32 und 45 kHz erholt sich dieser Haarzellschaden. 
Kurzfristig  sind  in  beiden  Reihen  wieder  100%  der  Haarzellen  vorhanden,  bevor  der 
durch  die  schädigenden  Prozesse  der  Presbyakusis  bedingte,  hochfrequente 
Haarzellverlust (siehe Abb.3.3C) eintritt. Die 24 Wochen alten Kir6.2-KO zeigen in dem 
beschriebenen Frequenzband (22,6 - 32 kHz) keine auffälligen Haarzellverluste, sondern 
lediglich einen recht spät einsetzenden Verlust in den hohen Frequenzen oberhalb von 
45,2 kHz. Die Reihe der IHCs ist generell in beiden Stammlinien von einem möglichen 
Haarzellverlust durch das vorausgegangene Schalltrauma nicht betroffen. Auch in der 
Reihe OHC2 lässt sich kein eindeutiger Unterschied zwischen den Kir6.2-KO und den 
C57Bl/6 feststellen. 
Abschließend  lässt  sich  festhalten,  dass  es  in  der  Gruppe  der  12  Wochen  alten 
Kir6.2-KO und C57Bl/6 durch die gewählte Beschallungsintensität und -dauer zu keinem 
sichtbaren Haarzellverlust kam. Die 24 Wochen alten Kir6.2-KO waren, im Gegensatz zu 
den  gleichaltrigen  C57Bl/6,  die  einen  Haarzellverlust  von  bis  zu  40%  in  den  OHCs 
erlitten, vor einem schallinduzierten Haarzellverlust geschützt.     Ergebnisse 
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Abbildung 3.4:  Schall induzierte strukturelle Veränderungen bei Kir6.2-KO und 
C57Bl/6 
Es sind die Cochleogramme der beiden Stammlinien Kir6.2-KO (schwarz) und C57Bl/6 (grau) nach 
einer 2stündigen Beschallung im Bereich von 8 bis 16 kHz mit 112 dB (rote Markierung) dargestellt. 
Während in der Altersklasse 12 Wochen (A) keine Unterschiede zwischen den beiden Stammlinien 
nach der Beschallung auftraten (C57Bl/6 n=3, Kir6.2-KO n=2), sind innerhalb der 24 Wochen alten 
Tiere (B) besonders im Bereich der OHC1 und OHC3 der C57Bl/6 Haarzellverluste zu erkennen, die 
der vorausgegangen Beschallung zugeordnet werden können (C57Bl/6 n=3, Kir6.2-KO n=3). Der etwa 
20  bis  30  %ige  Haarzellverlust  der  C57Bl/6  tritt  im  Bereich  von  etwa  einer  Oktave  oberhalb  der 
Beschallungsfrequenzen auf. 
 
 
3.2.3  Korrelation von Physiologie und Morphologie 
 
Vergleicht  man  die  Schwellenkurven  der  ABR-Messungen  und  die  dazugehörigen 
Cochleogramme  miteinander,  so  wird  sichtbar,  dass  die  physiologischen  Befunde  in 
weiten Teilen gut mit der Morphologie übereinstimmen. Generell lässt sich sagen, dass 
der  physiologische  Verlauf  der  Presbyakusis  deutlicher  mit  den  ausgewerteten 
histologischen  Exemplaren  übereinstimmt,  als  der  des  schallinduzierten  Hörverlusts. 
Exemplarisch  soll  dieser  Aspekt  noch  einmal  anhand  der  beiden  Altersklassen 
4 Wochen und 52 Wochen herausgearbeitet werden. In diesen beiden Klassen ist die 
Korrelation  zwischen  den  Schwellen  im  Audiogramm  und  dem  Haarzellverlust  im 
Cochleogramm sehr gut erkennbar. Die 4 Wochen alten Kir6.2-KO und C57Bl/6 zeigen 
beide keine strukturellen Veränderungen. Beide Stammlinien weisen in diesem Alter fast 
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keinen Haarzellverlust auf. Dieser morphologische Befund passt hervorragend zu den 
Audiogrammen  der  beiden  genannten  Gruppen.  Im  Gegensatz  dazu  zeigen  die  52 
Wochen alten Kir6.2-KO einen signifikant geringeren altersabhängigen Haarzellverlust 
als ihre gleichaltrigen Kontrollen. Der Verlust der OHCs beginnt bei den Kir6.2-KO bei 
ca. 32 kHz, während die OHCs der C57Bl/6 bereits ab etwa 16 kHz Haarzellverluste 
zeigen. Dieser stark ausgeprägte Haarzellverlust der C57Bl/6 spiegelt sich auch in deren 
Audiogrammen  wider.  Im  Gegensatz  zu  den  Kir6.2-KO  weisen  die  52 Wochen  alten 
C57Bl/6 nur noch ein Resthören im tieffrequenten Bereich auf. Sogar der Hörverlust von 
über  20  dB  im  tieffrequenten  Hörbereich  lässt  sich  in  dem  Cochleogramm 
wiedererkennen. Hier weisen die C57Bl/6 einen Haarzellverlust in den Reihen der OHCs 
von 20 bis 40% auf. 
Obwohl  die  12  Wochen  alten  C57Bl/6  einen  dramatischen  Hörverlust  nach  der 
Beschallung erleiden (Groth, 2008), der im Bereich von 60 dB liegt, ist kein erkennbarer 
Haarzellverlust  in  deren  Cochleogramm  festzustellen.  Die  altersgleichen  Kir6.2-KO 
zeigen  weder  eine  Schwellenanhebung  noch  einen  Haarzellverlust  nach  der 
Beschallung. Innerhalb der 24 Wochen alten C57Bl/6 liegt der maximale schallinduzierte 
Hörverlust bei knapp 40 dB. Jedoch treten in dieser Gruppe im Vergleich zu den 12 
Wochen alten C57Bl/6 im Bereich von 22,6 bis 32 kHz Haarzellverluste der OHCs in der 
Größenordnung von bis zu 40 % auf. Auch in dieser Gruppe zeigen die Kir6.2-KO keinen 
Haarzellverlust nach der Beschallung. 
Es  gestaltete  sich  schwierig  mit  den  zur  Verfügung  stehenden  Parametern  die 
physiologischen  Befunde  mit  den  strukturellen  Veränderungen  zu  vergleichen.  Nicht 
immer spiegelt sich ein Hörverlust auch in einem Haarzellverlust wider. Im Großen und 
Ganzen  lässt  sich  jedoch  in  einigen  Punkten  eine  Korrelation  zwischen  den 
ABR-Schwellen und dem Haarzellverlust erkennen.  
 
 
3.3  Elektrophysiologischer Nachweis des KATP-Kanals im Innenohr 
 
Um  erstmals  die  Existenz  von  ATP  abhängigen  Kaliumkanälen  im  Innenohr 
elektrophysiologisch  nachzuweisen,  wurde  die  Patch-Clamp-Technik  verwendet.  Die 
angestellten  Untersuchungen  fokussierten  sich  auf  Whole-Cell-Messungen  isolierter 
IHCs von C57Bl/6-Mäusen in verschiedenen Altersstufen. Die verwendeten Lösungen 
waren frei von ATP und Glukose, um die Zellen möglichst rasch in einen metabolischen 
Stresszustand  zu  versetzen,  damit  sich  der  KATP-Kanal  öffnet.  In  Abbildung  3.5A-B     Ergebnisse 
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werden Originalmessungen von IHCs von C57Bl/6 in den Altersklassen Postnataltag 13 
und  31  gezeigt.  Dargestellt  sind  jeweils  die  erste  (schwarz)  und  die  letzte  (grau) 
Einzelmessung eines ganzen Messverlaufs. Analog dazu wurden als Kontrolle ebenfalls 
Messungen an isolierten IHCs von Kir6.2-KO-Mäusen in verschiedenen Altersklassen 
durchgeführt  (Abb.3.5C-D).  Typischerweise  zeigten  die  Messungen  der  IHCs  der 
C57Bl/6 große Auswärtsströme und einen ansteigenden Auswärtsstrom bei -50 mV im 
Verlauf  des  Auswaschens  von  ATP  aus  der  Zelle  (Abb3.5E-F).  Dagegen  wiesen  die 
IHCs  der  Kir6.2-KO  nur  sehr  kleine  Ströme  und  keine  Stromänderung  mit  dem 
Auswaschen von ATP aus der Zelle auf. In Abbildung 3.5E ist ein Verlauf, gemessen an 
einer  IHC  einer  13  Tage  alten  C57Bl/6-Maus  bzw.  Kir6.2-KO-Maus,  exemplarisch 
dargestellt.  Diese  Zellen  hatten  einen  stehenden  Auswärtsstrom  von  ungefähr 
120 - 130 pA. Im weiteren Verlauf der Messung und einem damit verbundenen Absinken 
des  intrazellulären  ATP/ADP-Verhältnisses,  stieg  der  Auswärtsstrom  der  IHC  der 
C57Bl/6,  gemessen  bei  einem  Haltepotential  von  -50  mV,  auf  etwa  230  pA  an.  Der 
Auswärtsstrom der IHC der Kir6.2-KO änderte sich mit zunehmender Messzeit dagegen 
nicht. Die Abbildung 3.5F zeigt beispielhaft den Kurvenverlauf jeweils einer IHC aus den 
beiden Stammlinien im Alter von Postnataltag 31. Der stehende Auswärtsstrom ist in 
einer ähnlichen Größenordnung wie in der jüngeren Altersklasse. Während die IHC der 
Kir6.2-KO nach wie vor keine Änderung des Auswärtsstroms mit Auswaschen des ATPs 
aus der Zelle zeigt, nimmt die Amplitude des Auswärtsstroms der IHC der C57Bl/6 sogar 
nochmals deutlich im Vergleich zu der Messung bei Postnataltag 13 zu. Um zu testen, 
ob  die  in  den  IHCs  der  C57Bl/6  gemessenen  Auswärtsströme  sensitiv  für 
Sulfonylharnstoffe, eine große Klasse von KATP-Kanal-Blockern, sind, wurde 1 ml 100 µM 
Tolbutamid in die Badkammer eingewaschen, nachdem das ATP aus der gemessenen 
IHC ausgewaschen war. Das Einwaschen von Tolbutamid führte dazu, dass der Betrag 
des  Auswärtsstroms  im  Laufe  der  Zeit  abnahm  und  das  Niveau  des  vorherigen 
Leckstroms erreichte. Als Beispiel ist eine Messung einer isolierten IHC einer C57Bl/6 
aufgeführt (Abb.3.6). Man sieht, dass es durch das Einwaschen von Tolbutamid in das 
Bad zu einem Absinken des Stroms von ca. 290 pA auf etwa 80 pA kommt.  
Aufgrund  der  Tatsache,  dass  die  Auswärtsströme  der  IHCs  der  C57Bl/6 
Tolbutamid-sensitiv  sind  und  in  den  Kir6.2-KO  nicht  auftauchen,  kann  man 
rückschließen, dass es sich dabei um KATP-Kanal-Ströme handelt. 
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Abbildung 3.5:  Nachweis funktioneller KATP-Kanäle in den IHCs von C57Bl/6 (P13) 
Um  die  Existenz  ATP  abhängiger  Kaliumkanäle  im  Innenohr  elektrophysiologisch  nachzuweisen, 
wurde  die  Patch-Clamp-Technik  verwendet.  Um  ein  Auswaschen  von  ATP  aus  der  Zelle  zu 
beschleunigen und damit die KATP-Kanäle zu aktivieren, wurde in diesem experimentellen Teil auf 
Glukose  und  ATP  in  den  Lösungen  verzichtet.  A,  Originalmessung  einer  IHC  einer  C57Bl/6 
(Postnataltag 13). Dargestellt sind jeweils die erste (schwarz) und die letzte (grau) Einzelmessung 
eines  ganzen  Messverlaufs.  B,  Originalmessung  einer  IHC  einer  C57Bl/6  (Postnataltag  31).  C, 
Originalmessung einer IHC einer Kir6.2-KO (Postnataltag 13). D, Originalmessung einer IHC einer 
Kir6.2-KO (Postnataltag 31). E, Whole-Cell-Messungen von IHCs von C57Bl/6 zeigten große Ströme 
und  einen  Stromanstieg  mit  dem  Auswaschen  von  ATP  aus  der  Zelle.  Dargestellt  ist  hier  eine 
Einzelmessung einer IHC einer C57Bl/6 im Alter von Postnataltag 13 (schwarze Kreise). Als Kontrolle 
wurden  IHCs  von  gleichaltrigen  Kir6.2-KO  gemessen.  Diese  zeigten  nur  kleine S t r ö m e  u n d  k e i n e  
Stromveränderung  im  Laufe  der  Zeit.  Als  Beispiel  ist  hier  eine  IHC  einer  Kir6.2-KO  im  Alter  von 
Postnataltag  13  gezeigt  (offene  Kreise).  F,  Im  Alter  von  Postnataltag  31  stieg  die  Amplitude  des 
gemessenen Auswärtsstroms bei den IHCs der C57Bl/6 deutlich an, während die Ströme der IHCs der 
gleichaltrigen  Kir6.2-KO  weiterhin  keine  Veränderung  mit  dem  Auswaschen  von  ATP  aus  der 
Haarzelle zeigten. 
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Abbildung 3.6:  KATP-Kanäle in den IHCs von C57Bl/6 (P13) sind Tolbutamid-
sensitiv 
Um  zu  testen,  ob  die  in  den  IHCs  der  C57Bl/6  (P13)  gemessenen  Ströme  sensitiv  für 
Sulfonylharnstoffe, eine große Klasse von KATP-Kanal-Blocker, sind, wurde 1 ml 100 µM Tolbutamid in 
das Bad eingewaschen, nachdem der maximale Auswärtsstrom erreicht war. Man sieht die Abnahme 
des Auswärtsstroms um etwa 200 pA im Verlaufe der Messung bis auf das Niveau des gewöhnlichen 
Leckstroms. 
 
Die altersabhängige Entwicklung der Maximal-Ströme der IHCs der C57Bl/6 zeigt, dass 
die Expression des KATP-Kanals offensichtlich erst postnatal hochreguliert wird (Abb.3.7). 
Die Ströme und damit auch die Leitfähigkeit steigen mit dem Alter stetig an und das 
Plateau  der  Entwicklung  der  KATP-Ströme  wird  letztendlich  in  einem  Alter  von  etwa 
Postnataltag  30  erreicht  und  liegt  bei  einem  mittleren  maximalen  Auswärtsstrom  von 
471,0 ± 99, 4 pA,  das ent spr i cht  ca.  2 nS/ pF.  Da di e Zel l gr ößen der  I HCs var i i er t en,  
wurde die Leitfähigkeit auf die Zellkapazität normiert. Im Mittel lag die Zellkapazität für 
alle untersuchten IHCs bei 10,4 ± 2,0 pF. Das Ruhemembranpotential der IHCs erreichte 
einen Wert von -71 ± 4,7 mV (Abb.3.8A). Das Umkehrpotential, das heißt das Potential, 
bei dem die Ionenströme im Gleichgewicht sind und es zu keinem Nettostromfluss durch 
den  entsprechenden  Kanal  kommt,  lag  bei  -73,9  ± 5 , 2  m V  ( A b b . 3 . 8 B ) .  A n  d i e s e m  
Potential  kommt  es  zu  einem  Wechsel  zwischen  Einwärtsstrom  und  Auswärtsstrom 
(Kreuzungspunkt der beiden Kurven in Abb.3.5A-B). 
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Abbildung 3.7:  Altersabhängige Entwicklung der KATP-Ströme 
In dieser Abbildung ist die altersabhängige Entwicklung der KATP-Ströme in den IHCs der C57Bl/6 
dargestellt. Die Leitfähigkeit normiert auf die Zellgröße (Kapazität) erreicht ein Plateau mit 2 nS/pF bei 
einem Alter von etwa Postnataltag 30. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.8:  Altersabhängige Entwicklung von Ruhemembranpotential und 
Umkehrpotential der IHCs von C57Bl/6 
A, Das Ruhemembranpotential hatte einen über die verschiedenen Altersklassen konstanten Wert von 
-71 ± 4,7 mV. B, Das Umkehrpotential des K-ATP-Stroms lag zwischen P10 und P50 im Mittel bei 
-73,9 ± 5,2 mV. 
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3.4  Grundcharakterisierung der IHCs von Kir6.2-KO in vitro 
 
Um  zu  untersuchen,  ob  die  grundlegenden  elektrophysiologischen  Eigenschaften  der 
IHCs der Kir6.2-KO aufgrund des fehlenden KATP-Kanals während der Entwicklung und 
Reifung  des  auditorischen  Systems  verändert  sind,  wurde  unter  physiologischen 
Bedingungen  gemessen,  das  bedeutet,  zu  der  Badlösung  wurde  10  mM  Glukose 
hinzugefügt und zu der Pipettenlösung 5 mM MgATP. IHCs von Kir6.2-KO im Alter von 
etwa Postnataltag 20 und von gleichaltrigen C57Bl/6 wurden erneut in der Whole-Cell-
Konfiguration gemessen. Als Protokoll diente in diesem Fall eine schrittweise Erhöhung 
des Potentials mit vorgelagertem, hyperpolarisierendem Puls (Abb.2.11C). Dieser Vor-
Puls diente dazu, alle spannungsabhängigen Kanäle aus ihrer Inaktivierung zu holen. In 
Abbildung  3.9A  ist  eine  Originalmessung  einer  IHC  dargestellt.  Mit  steigenden 
Potentialschritten  nahm  die  jeweilige  Stromantwort  zu.  Um  die  grundlegenden 
elektrophysiologischen Eigenschaften der beiden Stammlinien vergleichen zu können, 
wurden  folgende  Parameter  der  Einzelmessungen  ausgewertet  und  miteinander 
verglichen: der Instantanstrom (die erste negative Stromamplitude nach der kapazitiven 
Komponente), der maximale Strom und der mittlere Strom bei stabilem Zustand (steady 
state). In keiner Strom-Spannnungs-Kurve der drei ausgewerteten Parameter lässt sich 
ein signifikanter Unterschied zwischen den Kir6.2-KO und den C57Bl/6 feststellen. Der 
Maximalstrom der IHCs der Kir6.2-KO erreicht bei einem Potential von 40 mV einen Wert 
von 7,63 ± 2,21 nA. Im Gegensatz dazu liegt der Wert der IHCs der C57Bl/6 bei 6,89 ± 
3,16  nA.  Normiert  man  die  Ströme  auf  die  Zellgröße  (Stromdichte),  so  erhält  man 
0,83 ± 0,34 nA/pF für die IHCs der Kir6.2-KO und 0,92 ± 0,3 nA/pF für die der C57Bl/6 
(Abb.3.9C).  Der  Steady-State-Strom  unterscheidet  sich  nur  unwesentlich  von  dem 
Maximalstrom, er erreicht sein Maximum bei 40 mV mit einem Wert von 7,35 ± 2,15 nA 
(0,8 ± 0,33 nA/pF) für die IHCs der Kir6.2-KO und 6,67 ± 3,12 nA (0,89 ± 0,3 nA/pF) für 
die  IHCs  der  C57Bl/6  (Abb.3.9D).  Ein  möglicher  Unterschied  zwischen  den  beiden 
Stammlinien könnte im Instantanstrom liegen. Dieser beträgt für die IHCs der Kir6.2-KO 
1,8  ± 0 , 8 4  n A  ( 0 , 1 9  ± 0 , 1 1  n A / p F )  u n d  f ü r  d i e  I H C s  d e r  C 5 7 B l / 6  1 , 7 8  ± 0 , 5 5  n A  
(0,25 ± 0,06 nA/pF; Abb.3.9B). Aufgrund der relativ großen Streuung ist jedoch auch für 
diesen  Parameter  kein  signifikanter  Unterschied  festzustellen.  Die  Daten  für  die  drei 
ausgewerteten Parameter waren alle normalverteilt. 
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Abbildung 3.9:  Grundcharakterisierung der IHCs von Kir6.2-KO und C57Bl/6 
Um zu testen, ob die grundlegenden elektrophysiologischen Eigenschaften der IHCs der Kir6.2-KO 
aufgrund  der  fehlenden  KATP-Kanäle  verändert  sind,  wurde  unter  physiologischen  Bedingungen 
gemessen  (Zugabe  von  10  mM  Glukose  bzw.  5  mM  MgATP).  A,  Originalmessung  einer  IHC  der 
Stammlinie  C57Bl/6  (P20).  Mit  steigenden  Spannungsstufen  nimmt  der  Auswärtsstrom  zu.  B,  Der 
Vergleich des Instantanstroms, der erste negative Peak nach der kapazitiven Komponente, zwischen 
IHCs  von  Kir6.2-KO  (n=12)  und  von  C57Bl/6  (n=20)  im  Alter  von  ungefähr  P20  zeigt  keinen 
signifikanten Unterschied (p=0,5355). C, Der Vergleich des Maximalstroms zwischen den IHCs der 
beiden Stammlinien ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p=0,6993). D, Und auch der 
Vergleich  des  Steady-State-Stroms  zwischen  den  IHCs  der  beiden  Stammlinien  zeigte  keinen 
signifikanten  Unterschied  (p=0,8266).  In  B-D i s t  j e w e i l s  d i e  S t r o m d i c h t e  g e g e n  d i e  S p a n n u n g  
aufgetragen.  Die  durchgezogene  Linie  repräsentiert  den  Mittelwert  der  Kir6.2-KO,  die  gestrichelte 
Linie den Mittelwert der C57Bl/6. 
 
Um  dieses  Kapitel  abschließend  zusammenzufassen,  lässt  sich  festhalten,  dass 
scheinbar  keine  offensichtlichen  Unterschiede  zwischen  den  grundlegenden 
elektrophysiologischen  Eigenschaften,  im  Speziellen  der  Kaliumströme,  zwischen  den 
IHCs  der  Kir6.2-KO  und  denen  der  gleichaltrigen  C57Bl/6  existieren.  In  den 
Originalmessungen der einzelnen IHCs gab es einen Hinweis auf eine Ca
2+-bedingte 
Komponente, die jedoch in beiden Stammlinien gleich groß war. 
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3.5  Charakterisierung der IHCs von C57Bl/6 in vitro 
 
Als weiterer Nachweis dafür, dass die in den IHCs der C57Bl/6 gemessenen Ströme 
dem KATP-Kanal zugeordnet werden können, wurden IHCs dieser Stammlinie im Alter 
von  Postnataltag  28  in  Gegenwart  von  1  µM  Glibenclamid,  einem  spezifischen  KATP-
Kanal-Blocker, in der Badlösung gemessen. Alle drei gezeigten Gruppen haben einen 
sehr ähnlich großen Leckstrom im Bereich von 170 pA (T1, Abb.3.10A). Während die 
IHCs der Kir6.2-KO und die mit Glibenclamid behandelten IHCs der C57Bl/6 nur einen 
minimalen Stromanstieg aufweisen, ist die Kurve der unbehandelten IHCs der C57Bl/6 
deutlich steiler. Die Kontrollgruppe der C57Bl/6 zeigt einen maximalen Auswärtsstrom, 
korrigiert  um  den  stehenden  Auswärtsstrom  (Strom  bei  T2-Strom  bei  T1),  von 
292,98 ± 83,25 pA bei einer Spannung von -50 mV (Abb.3.10B). Im Gegensatz dazu ist 
dieser  Auswärtsstrom  unter  Vorlage  von  1  µM  Glibenclamid  deutlich  reduziert  und 
nunmehr  bei  64,0 ± 30,08 pA.  Durch  die  Glibenclamid-Applikation  in  die  Badlösung 
konnte eine Reduzierung des Auswärtsstroms auf einen Wert erreicht werden, der dem 
der  IHCs  der  Kir6.2-KO,  von  78,07  ± 1 7 , 8 6  p A ,  s e h r  n a h e  k o m m t .  D e r  U n t e r s c h i e d  
zwischen den Auswärtsströmen der IHCs der unbehandelten C57Bl/6 und der beiden 
anderen Gruppen ist hochsignifikant (p<0,001). Dagegen zeigen die mit Glibenclamid 
behandelten  IHCs  der  C57Bl/6  und  die  IHCs  der  Kir6.2-KO  keinen  signifikanten 
Unterschied in ihren Auswärtsströmen. Der deutlich größere Auswärtsstrom in den IHCs 
der C57Bl/6 gegenüber den IHCs der Kir6.2-KO und die Tatsache, dass dieser Strom 
durch die Gabe des Sulfonylharnstoffs und KATP-Kanal-Blockers Glibenclamid auf einen 
Wert  vergleichbar  zu  dem  der  Kir6.2-KO  blockiert  werden  kann,  lässt  die 
Schlussfolgerung  zu,  dass  die  gemessenen  großen  Auswärtsströme  der  IHCs  der 
C57Bl/6 durch KATP-Kanäle vermittelt werden. 
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Abbildung 3.10:  Blockade der Auswärtsströme der IHCs von C57Bl/6 durch 
Glibenclamid 
A, Sowohl die unbehandelten IHCs der Kir6.2-KO und der C57Bl/6 als auch die mit Glibenclamid 
behandelten  IHCs  der  C57Bl/6  zeigten  keinen  unterschiedlichen  Leckstrom.  Der  stehende 
Auswärtsstrom liegt bei etwa 170 pA (T1). Während im Verlauf der Messung der Auswärtsstrom der 
unbehandelten  C57Bl/6  sehr  deutlich  ansteigt,  zeigen  die  Kir6.2-KO  und  die  mit  Glibenclamid 
behandelten  C57Bl/6  nur  eine  geringe  Steigung  (T2). B ,  In  Gegenwart  des  Sulfonylharnstoffs 
Glibenclamid (1 µM), einem spezifischen KATP-Kanal-Blocker, konnte gezeigt werden, dass die in den 
IHCs  der  C57Bl/6  gemessenen  Ströme  auf  die  Größenordnung  der  in  den  IHCs  der  Kir6.2-KO 
gemessenen Auswärtsströme reduziert werden konnten. Der mittlere maximale Auswärtsstrom (T2-T1) 
der IHCs konnte durch die Behandlung um knapp 230 pA reduziert werden (p<0,001).  
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3.6  KATP-Kanal-Pharmakologie in den IHCs von C57Bl/6 
 
Nachdem  die  generelle  Existenz  von  KATP-Kanälen  in  den  IHCs  des  Innenohrs 
elektrophysiologisch  nachgewiesen  wurde,  musste  nun  die  exakte 
Kanalzusammensetzung  identifiziert  werden.  Aufgrund  der  genetischen  Inaktivierung 
des  Kir6.2-Gens  in  den  Knockout-Tieren  ist  klar,  dass  die  Poren  bildende  Kir-
Untereinheit Kir6.2 und nicht Kir6.1 sein muss. Um die dazu gehörige regulatorische β-
Untereinheit,  den  Sulfonylharnstoffrezeptor,  elektrophysiologisch  identifizieren  zu 
können, wurden verschiedene SUR spezifische Substanzen in die Badlösung appliziert, 
während eine IHC einer C57Bl/6-Maus (Postnataltag 20) in der Whole-Cell-Konfiguration 
gemessen  wurde.  In  Abbildung  3.11A  ist e i n e  O r i g i n a l m e s s u n g  e i n e r  e i n z e l n e n  I H C  
dargestellt,  man  sieht  den  sich  ändernden  Stromverlauf  mit  der  Zeit  und  bei 
verschiedenen  Applikationen.  Zu  Beginn  der  Messung,  als  die  IHC  mit  Badlösung 
umspült wurde, zeigte die IHC einen stehenden Auswärtsstrom von ungefähr 200 pA. 
Durch  das  Anspülen  des  SUR1  spezifischen  KATP-Kanal-Öffners  NN414,  in  einer 
Konzentration von 100 µM, an die Zelle, stieg der Auswärtsstrom stetig an, bis er einen 
Wert von etwa 300 pA erreichte. War dieser Wert stabil und wurde ein Plateau  des 
Auswärtsstroms erreicht, wurde ein Gemisch aus NN414 (100 µM) und dem KATP-Kanal-
Blocker Glibenclamid (1 µM) in das Bad appliziert. Durch die Gabe von Glibenclamid ist 
ein deutlicher Rückgang des Auswärtsstroms zu verzeichnen, der in einem Endwert in 
der  Größenordnung  des  vorherigen  stehenden  Auswärtsstroms  resultiert.  Diese 
Messung  wurde  erfolgreich  an  7  IHCs  durchgeführt.  Die  7  gemessenen  IHCs  hatten 
einen  mittleren  stehenden  Auswärtsstrom  von  192,17  ± 6 1 , 7  p A  ( A b b . 3 . 1 1 B ) .  D e r  
mittlere  maximale  Auswärtsstrom  nach  der  Applikation  des  SUR1  spezifischen  KATP-
Kanal-Öffners NN414 lag bei 292,57 ± 72,36 pA und war damit signifikant größer als der 
stehende  Auswärtsstrom  (p=0,0005).  Durch  die  Gabe  des  KATP-Kanal-Blockers 
Glibenclamid sank der Auswärtsstrom auf einen Wert von im Mittel 195,69 ± 73,58 pA 
und erreichte damit ein Niveau des zuvor gemessenen stehenden Auswärtsstroms ohne 
Behandlung  (p=0,79).  Der  mittlere  Wert  des  Auswärtsstroms  nach  der  Gabe  von 
Glibenclamid ist hochsignifikant niedriger als der mittlere maximale Auswärtsstrom nach 
Gabe von NN414 (p=0,0031), jedoch nicht signifikant verschieden von dem stehenden 
Auswärtsstrom  ohne  Behandlung  (p=0,79).  Zieht  man  den  stehenden  Auswärtsstrom 
von dem maximalen Auswärtsstrom nach Gabe von NN414 ab, so erhält man einen 
mittleren Nettoauswärtsstrom von 100,39 ± 39,2 pA (Abb.3.12).  
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Abbildung 3.11:  Pharmakologische Identifizierung der KATP-Kanal-Untereinheiten in den 
IHCs von C57Bl/6 
Um  herauszufinden,  aus  welchen  Untereinheiten  sich  der  KATP-Kanal  in  den  IHCs  der  C57Bl/6 
zusammensetzt,  wurden  im  Verlauf  einer  Whole-Cell-Messung  einer  IHC  verschiedene 
untereinheitenspezifische Kanal-Öffner bzw. Blocker in das Bad eingewaschen. A, Originalmessung 
einer  IHC  im  Verlauf  einer  pharmakologischen  Behandlung.  Nach  kurzer  Anspülzeit  des  SUR1 
spezifischen KATP-Kanal-Öffners NN414 (100 µM) in das Bad sieht man einen deutlichen Anstieg des 
Auswärtsstroms von etwa 200 auf 300 pA. War ein Plateau erreicht, wurde ein Gemisch aus NN414 
(100 µM) und dem KATP-Kanal-Blocker Glibenclamid (1 µM) in das Bad eingespült. Durch die Gabe 
des KATP-Kanal-Blockers kommt es zu einer Reduzierung des NN414 abhängigen Auswärtsstroms in 
etwa auf das Niveau des ohne pharmakologische Behandlung vorhandenen Leckstroms. B, Um den 
mittleren Strom pro Zelle für die jeweilige Behandlung zu bestimmen, wurden die Werte der letzten 20 
Sekunden einer pharmakologischen Behandlung gemittelt. Das komplette pharmakologische Protokoll 
inklusive Aktivierung durch NN414 und Blockade durch Glibenclamid durchliefen 7 Zellen. Man sieht, 
dass es im Mittel zu einer Erhöhung des Auswärtsstroms von 100,39 ± 39,2 pA durch die Gabe von 
NN414 kommt (p=0,0005). Mit der Gabe von Glibenclamid konnte diese Erhöhung wieder reversibel 
gemacht werden (p=0,0031).  
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Zieht man den Leckstrom auch von dem Strom nach Gabe von Glibenclamid ab, so 
erhält man in diesem Fall einen Nettoauswärtsstrom von 3,52 ± 33,66 pA. 
Zusammenfassend  lässt  sich  sagen,  dass  die h i e r  a u f g e f ü h r t e n  p h a r m a k o l o g i s c h e n  
Experimente  zeigen,  dass  die  Applikation  des  SUR1  spezifische  KATP-Kanal-Öffners 
NN414  zu  einem  Anstieg  des  Auswärtsstroms  führt,  der  durch  die  Gabe  des 
KATP-Kanal-Blockers  Glibenclamid  nahezu  reversibel  ist.  Dies  lässt d i e  A n n a h m e  z u ,  
dass sich der KATP-Kanal in den IHCs des Innenohrs aus den Untereinheiten Kir6.2 und 
SUR1 zusammensetzt. In einigen ersten Experimenten wurde zusätzlich zu dem SUR1 
spezifischen KATP-Kanal-Öffner ein SUR2 spezifischer KATP-Kanal-Öffner namens P1075 
in  gleicher  Konzentration  verwendet.  Hier  konnte  keine  Veränderung  des 
Auswärtsstroms  in  den  IHCs  festgestellt  werden.  Dies  bedarf  jedoch  noch  einmal 
genauerer Untersuchung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.12:  NN414 induzierte Auswärtsströme in den IHCs von C57Bl/6 
Betrachtet  man  den  um  den  Leckstrom  korrigierten  Nettoauswärtsstrom,  so  sieht  man,  dass  das 
Einspülen von NN414 in das Bad zu einer Erhöhung des Auswärtsstroms von 100,39 ± 39,2 pA führt. 
Durch die Gabe von NN414 und Glibenclamid bleibt ein Reststrom von 3,52 ± 33,66 pA bestehen 
(p=0,0031). 
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3.7  KATP-Kanäle in den OHCs von C57Bl/6 
 
Neben  den  Whole-Cell-Messungen  der  IHCs  wurden  im  Verlauf  der  Arbeit  auch 
exemplarisch Messungen an den OHCs des Innenohrs durchgeführt (Vgl. Abb.2.11A). 
Auch diese zeigen einen veränderten Auswärtsstrom im Verlauf des Auswaschens von 
ATP aus der Zelle. Die OHCs hatten im Vergleich zu den IHCs ein deutlich positiveres 
Ruhemembranpotential  von  -56  mV.  In  Abbildung  3.13  ist  das  Beispiel  einer 
Originalmessung  einer  OHC  dargestellt.  Zu  Beginn  der  Messung  ist  ein  Anstieg  des 
Auswärtsstroms zu verzeichnen, der nach kurzer Zeit wieder stark absinkt. Das Absinken 
wird in der Literatur als sogenannter „rundown“ bezeichnet (Ashcroft, 1988). Dies ist die 
Phase, in der die KATP-Kanäle nach der Aktivierung in den inaktiven Zustand übergehen 
und schließen. Auch wenn die Anzahl der erfolgreichen Messungen bei nur zwei OHCs 
liegt,  so  ist  dies  doch  ein  Hinweis  darauf,  dass  auch  in  den O H C s  d e s  I n n e n o h r s  
funktionsfähige  KATP-Kanäle  existieren.  Aufgrund  des  zeitlichen  Aspekts  konnte  diese 
Fragestellung jedoch nicht weiter intensiviert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.13:  Nachweis funktioneller KATP-Kanäle in den OHCs von C57Bl/6 (P18) 
Um  exemplarisch  den  Nachweis  von  funktionellen  KATP-Kanälen  in  den  OHCs  von  C57Bl/6  zu 
erbringen, wurde unter den gleichen Bedingungen gemessen, wie sie bereits für die IHCs beschrieben 
wurden. Whole-Cell-Messungen von OHCs (n=2) von C57Bl/6 zeigten ebenfalls große Ströme und 
einen  Stromanstieg  mit  dem  Auswaschen  von  ATP  aus  der  Zelle.  Dargestellt  ist  hier  eine 
Einzelmessung einer OHC einer C57Bl/6 im Alter von Postnataltag 18. Man sieht, dass es nach einer 
Erhöhung des Auswärtsstroms zu einer zügigen Reduzierung des Stroms kommt (rundown). 
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3.8  Protektiver Effekt von Sulfonylharnstoffen auf die Presbyakusis in 
vivo 
 
3.8.1  Protektion  vor  Presbyakusis  durch  systemische  Gabe  von  Glibenclamid 
(Experimentelles Design Nr.1) 
 
Zur Untersuchung des möglichen therapeutischen Effekts von Sulfonylharnstoffen auf 
die Presbyakusis wurden 8 Wochen alten C57Bl/6-Mäusen Pellets subkutan implantiert, 
die den KATP-Kanal-Blocker Glibenclamid (27,8 µg/Tag/Maus) beinhalteten. Als Kontrolle 
dienten gleichaltrige C57Bl/6-Mäuse, denen ebenfalls Pellets implantiert wurden, welche 
lediglich die Trägersubstanz nicht aber den Wirkstoff enthielten (Placebo).  
Die  Audiogramme  vor  der  ersten  Pellet-Implantation  (P8W)  zeigen  keine 
unterschiedlichen  Hörschwellen  für  die  Glibenclamid-Gruppe  und  die  Placebo-Gruppe 
(Abb.3.14A). 10 Wochen nach der Pellet-Implantation sind dagegen erste Unterschiede 
zwischen den beiden Gruppen zu erkennen (Abb.3.14B). Während die mit Glibenclamid 
behandelten  C57Bl/6  keine  Schwellenveränderung  im  Vergleich  zu  der  Messung 
10 Wochen zuvor aufweisen, treten in der Placebo-Gruppe erste Schwellenanhebungen 
auf. Besonders im hochfrequenten Hörbereich zwischen 16 und 45,2 kHz aber auch bei 
2 und 2,8 kHz sind signifikante Hörverluste in der Placebo-Gruppe zu sehen. Bei einer 
Frequenz von 2,8 kHz weisen die Placebo-Tiere um 7,5 dB höhere ABR-Schwellen auf 
und  erreichen  dabei  eine  Schwelle  von  82,5  ± 4 , 5 2  d B  S P L .  I m  h o c h f r e q u e n t e n  
Hörbereich  liegt  der  größte  Schwellenunterschied  bei  22,6  kHz.  Haben  die  mit 
Glibenclamid behandelten Tiere noch eine Schwelle von 33,5 ± 4,74 dB SPL, so ist die 
Schwelle  der  Placebo-Tiere  um  13,17 dB  auf  46,67  ± 7 , 4 9  d B  S P L  v e r s c h o b e n  
(p=0,000054).  Ein  noch  wesentlich  deutlicherer  Unterschied  ist  26  Wochen  nach der 
ersten Glibenclamid-Applikation zu sehen (Abb.3.14C). Besonders im hochfrequenten, 
von  der  Presbyakusis  am  stärksten  betroffenen  Bereich  driften  die  beiden  Gruppen 
immer  stärker  auseinander  und  erreichen  einen  maximalen  Unterschied  der  ABR-
Schwellen von 22,94 dB bei 22,6 kHz (p=0,0001). Auch bei 16 und 32 kHz liegt die 
Schwellenanhebung jetzt mit 10,72 bzw. 11,11 dB im zweistelligen Bereich (p=0,0162 
bzw. p=0,0064). Keine Zunahme des Hörverlusts gibt es im tieffrequenten Bereich. Mit 
5,56 dB liegt der größte Unterschied bei 5,6 kHz auf einem ähnlichen Niveau wie 16 
Wochen  zuvor.  Betrachtet  man  den  Verlauf  des  altersabhängigen  hochfrequenten 
Hörverlusts bei 22,6 kHz im Detail, so sieht man die deutlich signifikant unterschiedlich Ergebnisse     
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zunehmenden  Hörschwellen  zwischen  den  Placebo- u n d  d e n  G l i b e n c l a m i d -Tieren 
(Abb.3.14D). Der Verlauf der Presbyakusis konnte durch die Gabe von Glibenclamid um 
gut 50% im Vergleich zu den Placebo-Tieren verlangsamt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.14:  Therapeutischer Effekt von Glibenclamid (2,5 mg) auf die Presbyakusis 
mit einem Behandlungsbeginn ab einem Alter von 8 Wochen 
Um  einen  möglichen  therapeutischen  Effekt  von  Sulfonylharnstoffen  auf  die  Presbyakusis  zu 
untersuchen,  wurden  8  Wochen  alten  C57Bl/6-Mäusen  Pellets  subkutan  implantiert,  die  den 
KATP-Kanal-Blocker  Glibenclamid  in  einer  Konzentration  von  27,8  µg/Tag  enthielten.  A,  Die 
Audiogramme der Placebo-Gruppe (n=13) und der mit Glibenclamid behandelten Tiere (n=13) vor der 
Pellet-Implantation zeigten keine Unterschiede. B, 10 Wochen nach der Pellet-Implantation zeigten 
die Glibenclamid-Tiere besonders im hochfrequenten Bereich signifikant niedrigere ABR-Schwellen 
als  die  Kontroll-Tiere.  C,  26  Wochen  nach  der  ersten  Glibenclamid-Gabe  wurde  ein  maximaler 
Unterschied bei 22,6 kHz von knapp 23 dB erzielt (p=0,0001).  D, Im Detail betrachtet, schritt die 
Presbyakusis im hochfrequenten Bereich bei 22,6 kHz in den mit Glibenclamid behandelten Tieren 
(offene Quadrate) verglichen mit der Placebo-Gruppe (schwarze Quadrate) nur etwa halb so schnell 
fort.  Die  beiden  Regressionsgeraden  sind  hochsignifikant  unterschiedlich  (p<0,0001;  R
2
Placeb=0,98; 
R
2
Glib=0,85). 
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Abschließend lässt sich festhalten, dass man durch die systemische Gabe von 27,8 µg 
Glibenclamid pro Tag/Maus einen protektiven Effekt in der Größenordnung von 25 dB, 
besonders im hochfrequenten Hörbereich, in Bezug auf die Presbyakusis erzielen kann. 
Es ist jedoch nicht möglich durch diese Glibenclamid-Behandlung einen Schutz vor dem 
altersabhängigen  Hörverlust  in  der  Größenordnung  des  globalen  Kir6.2-Knockouts 
nachzuahmen.  
 
 
3.8.2  Dosisabhängigkeit  des  Effekts  von  Glibenclamid  auf  die  Presbyakusis 
(Experimentelles Design Nr.2) 
 
Um zu untersuchen, ob man durch eine höhere Konzentration an Glibenclamid einen 
größeren  protektiven  Effekt  in  Bezug  auf  die  Presbyakusis  erzeugen  kann,  wurde 
wiederum  8  Wochen  alten  C57Bl/6  ein  mit  Glibenclamid  beladenes  Pellet  subkutan 
implantiert. Dieses Mal jedoch mit einer 10fach höheren Dosierung, nämlich 277,8 µg 
Glibenclamid pro Tag (25 mg für 90 Tage). Auch bei diesem experimentellen Design gab 
es eine entsprechende Placebo-Gruppe. Auch hier ist kein Unterschied zwischen den 
beiden Gruppen vor der Behandlung zu sehen (Abb.3.15A). 12 Wochen nach der ersten 
Glibenclamid-Applikation (P20W) konnte im hochfrequenten Bereich eine Effektgröße, 
wie in dem experimentellen Design mit 2,5 mg Glibenclamid, erreicht werden. Bei 32 kHz 
liegt ein Schwellenunterschied von 20,83 dB vor (Abb.3.15B; p=0,0183). Die Schwelle 
der  Placebo-Tiere  liegt  bei  92,5  ± 3 , 5 4  d B  S P L ,  d i e  d e r  b e h a n d e l t e n  T i e r e  b e i  
71,67 ± 10,33  dB  SPL.  Im  tieffrequenten  Bereich  liegt  der  größte  Unterschied  mit 
8,33 dB bei 5,6 kHz (p=0,0368). Obwohl die Versuchsreihe mit je 15 Tieren pro Gruppe 
begonnen wurde, waren aus technischen Gründen zum Zeitpunkt P20W lediglich noch 
zwei Tiere in der Placebo-Gruppe und sechs in der Glibenclamid-Gruppe übrig. Wegen 
der  schwierigen  experimentellen  Bedingungen  und  der  damit  verbundenen  geringen 
Tierzahl wurde das Experiment zu diesem Zeitpunkt abgebrochen.  
Der  Vergleich  des  protektiven  Effekts  der  beiden  verwendeten 
Glibenclamid-Konzentrationen  auf  die  Presbyakusis  der  C57Bl/6  zeigt  keinen 
Unterschied.  Beide  Effekte  liegen  in  einem  ähnlichen  Bereich  von  20  bis  25  dB.  Zu 
diesem  Zeitpunkt  gab  es  keinen  Hinweis  darauf,  dass  eine  höhere 
Glibenclamid-Konzentration zu einer signifikant höheren Protektion führte. Es konnte mit 
beiden Konzentrationen jedoch nicht der Bereich der Effektgröße der Kir6.2-KO imitiert 
werden. Ergebnisse     
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Abbildung 3.15:  Therapeutischer Effekt von Glibenclamid (25 mg) auf die Presbyakusis 
mit einem Behandlungsbeginn ab 8 Wochen 
Die Erhöhung der Dosierung von 2,5 mg auf 25 mg brachte keinen größeren protektiven Effekt. Diese 
Versuchsreihe musste nach 12 Wochen der Behandlung abgebrochen werden, da sich die Tiere die 
größeren Pellets gegenseitig herausgebissen haben und somit die Tierzahl dramatisch sank. A, Die 
Audiogramme der Placebo-Gruppe (n=15) und der mit Glibenclamid behandelten Tiere (n=15) vor der 
Pellet-Implantation im Alter von 8 Wochen zeigten keine Unterschiede. B, 12 Wochen nach der Pellet-
Implantation zeigten die Glibenclamid-Tiere (n=6) besonders im hochfrequenten Bereich signifikant 
niedrigere ABR-Schwellen als die Placebo-Tiere (n=2; p<0,05). Der Unterschied zwischen den beiden 
Gruppen war vergleichbar zu dem, der mit der niedrigeren Dosierung zum gleichen Messzeitpunkt 
erzielt werden konnte. 
 
 
3.8.3  Altersabhängigkeit  des  Effekts  von  Glibenclamid  auf  die  Presbyakusis 
(Experimentelles Design Nr.3) 
 
Um  zu  untersuchen,  ob  der  protektive  Effekt  von  Glibenclamid  eher  von  der 
altersabhängigen Entwicklung eines Individuums als von der Dosis abhängt, wurde der 
Beginn der Glibenclamid-Behandlung variiert. Im ersten experimentellen Design wurden 
die Mäuse ab einem Alter von 8 Wochen behandelt, das entspricht einem völlig adulten 
Tier. In der folgenden Messreihe wurde die Glibenclamid-Applikation in einem Alter von 
3 Wochen (Postnataltag 21) durchgeführt. Laut Literatur ist das der Zeitpunkt, an dem 
die Ausreifung des Innenohrs abgeschlossen ist. C57Bl/6-Mäusen wurde im Alter von 
Postnataltag  21  ein  Pellet  mit  einer  Konzentration  von  27,8  µg  pro  Tag  subkutan 
implantiert. Die beiden Gruppen zeigten wieder keine unterschiedlichen ABR-Schwellen 
vor  der  Behandlung  (Abb.3.16A).  Jedoch  hatten  sie  fast  über  den  gesamten 
Frequenzbereich niedrigere Schwellen als die 8 Wochen alten, unbehandelten C57Bl/6 
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(vgl.  Abb.3.14A  oder  Abb.3.15A).  13  Wochen  nach  der  Pellet-Implantation  (P16W) 
zeigten die Glibenclamid-Tiere leicht niedrigere Schwellen in allen Frequenzen als die 
Placebo-Gruppe. Dieser Unterschied blieb jedoch, mit einem Maximalwert von 9,81 dB 
bei 22,6 kHz (p=0,0053), im einstelligen Bereich und damit einer Effektgröße, wie sie bei 
den in einem Alter von 8 Wochen implantierten Tieren auftrat. Die Verschiebung des 
Startpunkts  der  Glibenclamid-Behandlung  auf  ein  Alter  von  Postnataltag  21  brachte, 
vergleichbar zur Konzentrationserhöhung, keinen größeren protektiven Effekt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.16:  Therapeutischer Effekt von Glibenclamid (2,5 mg) auf die Presbyakusis 
mit einem Behandlungsbeginn ab Postnataltag 21 
Die Verschiebung des Behandlungsbeginns auf ein Alter von Postnataltag 21 bei niedriger Dosierung 
erbrachte ebenfalls keinen deutlicheren, protektiven Effekt von Glibenclamid auf die Presbyakusis. A, 
Die Audiogramme der Placebo-Gruppe (n=15) und der mit Glibenclamid behandelten Tiere (n=15) vor 
der Pellet-Implantation im Alter von Postnataltag 21 (P3W) zeigten keine Unterschiede. B, 13 Wochen 
nach der Pellet-Implantation (P16W) zeigten die mit Glibenclamid behandelten Tiere (n=10) signifikant 
niedrigere  Schwellen  als  die  Placebo-Gruppe  (n=12).  Die  Größenordnung  des  Unterschieds  war 
wiederum vergleichbar zu dem des Behandlungsbeginns ab einem Alter von 8 Wochen. 
 
Um mit der Glibenclamid-Behandlung einen Einfluss auf die Entwicklung des Innenohrs 
nehmen zu können und nicht in adulten Tieren (8 Wochen) oder zumindest ausgereiften 
Geweben (3 Wochen) zu beginnen, wurde der Startpunkt der Behandlung auf ein Alter 
von Postnataltag 4 gelegt. Dies war allein aus technischen Gründen der frühestmögliche 
Zeitpunkt für eine Glibenclamid-Behandlung. Mit diesem experimentellen Aufbau sollte 
versucht  werden,  dem  Zustand  der  Kir6.2-KO,  nämlich  keine  funktionsfähigen  KATP-
Kanäle, weder während der Entwicklung noch im adulten Tier, zu besitzen, möglichst 
nahe zu kommen. Im Alter zwischen Postnataltag 4 und 21 wurde den C57Bl/6-Mäusen 
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die  gleiche  Konzentration  an  Glibenclamid  subkutan  injiziert,  die  die  Pellets  pro  Tag 
abgaben  (27,8  µg/Tag).  Am  Tag  21  wurde  nach  einer  ABR-Messung jedem Tier ein 
Pellet mit der Glibenclamid-Konzentration von 27,8 µg pro Tag subkutan implantiert. Den 
Kontroll-Tieren wurde zwischen Postnataltag 4 und 21 Ringer oder Ringer mit DMSO 
injiziert und anschließend ein Placebo-Pellet implantiert. Eine Kontrollmessung im Alter 
von vier Tagen war nicht möglich (technisch, und weil das Gehör zu diesem Zeitpunkt 
noch unreif ist), somit wurde die erste ABR-Messung nach der Injektionsreihe im Alter 
von  21  Tagen  durchgeführt.  Die  mit  Ringer  bzw.  DMSO  injizierten  Tiere  (Placebo) 
zeigten vor allem und ganz besonders im mittleren Frequenzbereich zwischen 8 und 
22,6 kHz eine signifikante Schwellenanhebung im Bereich von 5 bis 6 dB im Vergleich 
zu den Tieren, die mit Glibenclamid behandelt wurden (Abb.3.17A; p<0,005). Bereits 9 
Wochen  nach  der  Pellet-Implantation  ist  eine  deutliche  Schwellenanhebung  in  der 
Placebo-Gruppe  in  allen  Frequenzen  zu  sehen  (Abb.3.17B).  Bei  32  kHz  liegt  die 
ABR-Schwelle der Glibenclamid-Tiere bei 65,0 ± 10,61 dB SPL, die der Placebo-Tiere 
bei  88,0  ± 9 , 0 8  d B  S P L ,  w a s  e i n e r  E r h ö h u n g  v o n  2 3  d B  e n t s p r i c h t  ( p = 0 , 0 0 3 1 ) .  I m  
tieffrequenten Bereich, bei 2,8 kHz, ist ein Unterschied von immerhin 8 dB erkennbar 
(p=0,0019). Dieser bleibt auch 23 Wochen nach der Pellet-Implantation relativ konstant 
und erreicht einen Wert von 9 dB bei 4 kHz (Abb.3.17C). Im hochfrequenten Hörbereich 
dagegen steigt die Differenz zwischen den Placebo- und den Glibenclamid-Tieren bei 16 
kHz auf 29 dB und sogar auf 33 dB bei 22,6 kHz (p=0,0017 bzw. p=0,002).  
Zusammenfassend  lässt  sich  sagen,  dass  mit  diesem  experimentellen  Design  ein 
hochsignifikanter  Unterschied,  besonders  im  hochfrequenten  Bereich,  zwischen  den 
beiden  Gruppen  erreicht  werden  konnte.  Der  altersbedingte  Hörverlust  der  C57Bl/6 
konnte mit diesem experimentellen Design um fast 35 dB reduziert werden. Durch die 
Blockade der KATP-Kanäle bereits während der Entwicklung des Gehörs war es möglich, 
einen,  dem  der  Kir6.2-KO  recht  ähnlichen,  protektiven  Effekt  vor  altersbedingtem 
Hörverlust zu erzielen.  
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Abbildung 3.17:  Therapeutischer Effekt von Glibenclamid (2,5 mg) auf die Presbyakusis 
mit einem Behandlungsbeginn ab Postnataltag 4 
Mit der Versetzung des Behandlungsbeginns auf Postnataltag 4, wodurch man einen Einfluss auf die 
Entwicklung  und  Ausreifung  des  Innenohrs,  im  Besonderen  auf  die  Ionenkanalexpression  der 
Haarzellen, nehmen konnte, wurde ein deutlich protektiver Effekt erzielt als mit allen experimentellen 
Designs zuvor. Damit konnte ein dem systemischen Kir6.2-KO ähnlicher protektiver Effekt auf die 
Presbyakusis erzielt werden. A, Nach den 17 Tagen der Injektion konnte ein leichter aber signifikanter 
Unterschied im Haupthörbereich in der Größenordnung von etwa 5 dB zwischen den Glibenclamid-
Tieren (n=6) und der Placebo-Gruppe (n=5) festgestellt werden (p<0,005). B, Bereits 9 Wochen nach 
der Pellet-Implantation zeigten die Glibenclamid-Tiere (n=5) über den gesamten Hörbereich signifikant 
bessere ABR-Schwellen als die Kontrolltiere (n=5). C, Besonders im hochfrequenten Hörbereich ist 
nun ein hochsignifikanter, protektiver Effekt von Glibenclamid auf die Presbyakusis erkennbar. Mit 
diesem  experimentellen  Design  konnte  der  altersbedingte  Hörverlust  der  C57Bl/6  um  fast  35  dB 
reduziert werden.  
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3.9  Protektiver Effekt von Sulfonylharnstoffen auf Schalltrauma in vivo 
 
Im folgenden Teil der Arbeit soll der protektive Effekt von Sulfonylharnstoffen auf einen 
Hörverlust nach einem Schalltrauma erläutert werden. In dem ersten experimentellen 
Teil  wurden  8  Wochen  alten  C57Bl/6-Mäusen  mit  Glibenclamid  beladene  Pellets  mit 
einer Konzentration von 27,8 µg pro Tag subkutan implantiert. Als Kontrolle diente auch 
in  diesen  Untersuchungen  ein  Placebo-Pellet,  das  keinen  Wirkstoff  enthielt  und 
gleichaltrigen C57Bl/6-Mäusen ebenfalls subkutan implantiert wurde.  
Vor der Behandlung (B8W) gab es keine unterschiedlichen ABR-Schwellen zwischen 
den  beiden  verschieden  behandelten  Gruppen  (Abb.3.18A).  Weil,  wie  später  gezeigt 
wird (Kapitel 3.10), das systemisch applizierte Glibenclamid nach 14 Tagen an seinem 
Wirkort im Innenohr angekommen ist, wurden 2 Wochen nach der Pellet-Implantation 
nochmals  die  ABR-Messungen  durchgeführt  (B10W)  und  die  Mäuse  anschließend 
beschallt (8 - 16 kHz, 112 dB SPL, 2 Stunden). Die ABR-Schwellen zu diesem Zeitpunkt 
zeigten einen leichten Trend dahingehend, dass die Schwellen der Placebo-Tiere etwas 
angehoben waren (Abb.3.18B). Diese Daten sind vergleichbar zu den Ergebnissen, wie 
sie  im  Rahmen  der  Presbyakusis-Studie  zu  erkennen  waren.  Nach  der  Beschallung 
wurden  die  Mäuse  erst  2  Wochen  später  erneut  gemessen,  um  den  wirklichen 
dauerhaften Hörverlust, verursacht durch die Beschallung (PTS), feststellen zu können. 
Die Audiogramme der beiden untersuchten Gruppen zeigten, dass sowohl die Placebo-
Tiere als auch die Glibenclamid-Tiere einen deutlichen Hörverlust erlitten (Abb.3.18C). 
Beide Gruppen zeigten besonders im mittleren Frequenzbereich zwischen 8 und 22,6 
kHz einen massiven Schallschaden. Es gab keinen Unterschied in den ABR-Schwellen 
der Placebo-Tiere und der Glibenclamid-Tiere. Die maximale Schwellenanhebung lag für 
beide  Gruppen  bei  16  kHz  mit  34  dB  (Placebo)  und  41  dB  (Glibenclamid).  Der 
tieffrequente Hörbereich ist von der Beschallung nicht betroffen, die Schwellen sind hier 
zum  Zeitpunkt  des  PTS  nach  wie  vor  unverändert.  Das  Glibenclamid  zeigte  in  der 
verabreichten Konzentration von 27,8 µg pro Tag keinen protektiven, therapeutischen 
Effekt auf den Hörverlust nach einem Schalltrauma. 
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Abbildung 3.18:  Therapeutischer Effekt von Glibenclamid (2,5 mg) auf einen 
schallinduzierten Hörverlust bei adulten C57Bl/6 
Es sollte untersucht werden, ob die Gabe von Glibenclamid einen Schutz vor einem schallinduzierten 
Hörverlust bei 8 Wochen alten C57Bl/6 bewirkt. Die Implantation der Pellets mit einer Wirkmenge von 
2,5  mg  erbrachte  keinen  Effekt.  A,  Vor  der  Pellet-Implantation  zeigten  die  Audiogramme  der 
8 Wochen alten Glibenclamid-Gruppe (n=10) und deren Kontrollen (n=5) keinen Unterschied. B, Die 
Tiere wurden 2 Wochen nach der Pellet-Implantation mit einem Breitbandrauschen zwischen 8 und 
16 kHz und einer Intensität von 112 dB SPL über 2 Stunden beschallt. Vor der Beschallung zeigten 
die Audiogramme der beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Es war lediglich ein Trend 
dahingehend zu erkennen, dass die Glibenclamid-Gruppe etwas niedrigere Schwellen aufwies als die 
Kontrollgruppe, vergleichbar zu den Ergebnissen der Presbyakusis-Studien. C, Der PTS, gemessen 2 
Wochen nach der Beschallung, zeigte keine unterschiedlichen Audiogramme. Das Glibenclamid in der 
Wirkmenge von 2,5 mg hatte keine protektive Wirkung auf einen schallinduzierten Hörverlust. 
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Um  zu  testen,  ob  möglicherweise  eine  höhere  Konzentration  an  Glibenclamid  einen 
therapeutischen  Effekt  nach  einem  Schalltrauma  hat,  wurden  C57Bl/6-Mäuse 
Glibenclamid-Pellets mit der 10fach höheren Konzentration (277,8 µg pro Tag) subkutan 
implantiert. Auch hier zeigten die Audiogramme vor der Implantation der Pellets (B8W) 
keine Unterschiede (Abb.3.19A). 2 Wochen nach der ersten Glibenclamid-Behandlung 
(B10W) sieht man, wie in der chronischen Versuchsreihe zuvor auch beschrieben, einen 
leichten  Trend  dahingehend,  dass  die  Placebo-Tiere  etwas  erhöhte  ABR-Schwellen 
aufweisen  (Abb.3.19B).  Zum  Zeitpunkt  des  PTS,  das  entspricht  14 Tage  nach  der 
Beschallung,  ist  ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  den  beiden  Gruppen  zu 
erkennen  (Abb.3.19C).  Die  Glibenclamid-Tiere  erleiden  einen  geringeren 
schallinduzierten  Hörverlust  im  Frequenzband  ab  8  kHz  aufwärts.  Im  mittleren 
Frequenzbereich zwischen 11,3 und 22,6 kHz liegt der maximale Unterschied zwischen 
11 und 13 dB (p<0,05). Damit konnte gezeigt werden, dass das systemisch applizierte 
Glibenclamid in einer Konzentration von 277,8 µg pro Tag einen protektiven Effekt auf 
den schallinduzierten Hörverlust bei C57Bl/6-Mäusen hat. 
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Abbildung 3.19:  Therapeutischer Effekt von Glibenclamid (25 mg) auf einen 
schallinduzierten Hörverlust bei adulten C57Bl/6 
Um  zu  testen,  ob  eine  sehr  hohe  Dosis  von  Glibenclamid  einen  protektiven  Effekt  auf  einen 
schallinduzierten  Hörverlust  hat,  wurde  die  verabreichte  Wirkmenge  an  Glibenclamid  auf  25  mg 
erhöht. A, Die Audiogramme der Placebo-Gruppe (n=10) und der mit Glibenclamid behandelten Tiere 
(n=12) vor der Pellet-Implantation im Alter von 8 Wochen zeigten keine Unterschiede. B, Auch vor der 
Beschallung (8 - 16 kHz, 112 dB SPL, 2 Stunden) waren keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den  beiden  Gruppen  ersichtlich.  C,  Zum  Zeitpunkt  des  PTS  zeigten  die  Glibenclamid-Tiere  (n=7) 
signifikant niedrigere ABR-Schwellen als deren Kontrollen (n=7; p<0,05). Es konnte eine maximale 
Protektion von 13 dB im Beschallungsbereich erzielt werden. Durch die Erhöhung der Konzentration 
konnte eine signifikante Protektion durch Glibenclamid auf einen schallinduzierten Hörverlust gezeigt 
werden. 
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3.10  In  vitro P a t c h -Clamp-Messungen  von  in  vivo m i t  G l i b e n c l a m i d  
behandelten IHCs 
 
Als  Nachweis  dafür,  dass  das  in  vivo s y s t e m i s c h  a p p l i z i e r t e  G l i b e n c l a m i d  a u c h  
tatsächlich im Innenohr ankommt und einen Effekt an den IHCs zeigt, indem es deren 
KATP-Kanäle  blockiert,  wurden  C57Bl/6-Mäuse  in  verschiedenen  Altersstufen 
(>Postnataltag 20) Glibenclamid-Pellets in den Konzentrationen 27,8 µg oder 277,8 µg 
implantiert. Nach einigen Tagen wurden die IHCs der behandelten Mäuse isoliert und mit 
Hilfe der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch untersucht. 
Die Applikation der Glibenclamid-Pellets mit der niedrigen Konzentration führte zu einer 
partiellen Inhibition der Kir6.2 bedingten Ströme in den IHCs (Abb.3.20). Der Effekt liegt 
in einem Bereich von etwa der Hälfte bis hin zu einem Drittel der gewöhnlichen, zuvor 
beschriebenen,  unbehandelten  Ströme.  Die  mit  Glibenclamid  behandelten  IHCs  der 
C57Bl/6 haben eine Leitfähigkeit normiert auf die Zellgröße von 0,68 ± 0,27 nS/pF (n=7; 
Postnataltag 24 bis 31), die gleichaltrigen unbehandelten IHCs weisen stattdessen einen 
mittleren Wert von 1,88 ± 0,48 nS/pF (n=8; Postnataltag 24 bis 33) auf und sind damit 
signifikant größer (p<0,0001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.20:  Systemisch appliziertes Glibenclamid (2,5 mg) führt zu einer teilweisen 
Blockade der KATP-Ströme der IHCs von C57Bl/6 
Um zu zeigen, dass das systemisch applizierte Glibenclamid die Blut-Labyrinth-Schranke passieren 
kann und einen Effekt an den Haarzellen zeigt, wurden C57Bl/6-Mäuse Pellets in einer Wirkmenge 
von  2,5  mg  implantiert  und  einige  Tage  danach  Haarzellen  isoliert  und  elektrophysiologisch 
untersucht. Die Applikation der Pellets führte zu einer partiellen, signifikanten  Inhibition  der  Kir6.2 
bedingten Ströme in den IHCs (schwarze Punkte; p<0,0001). Der Effekt lag in einem Bereich von 
etwa  der  Hälfte  bis  hin  zu  einem  Drittel  der  gewöhnlichen,  zuvor  beschriebenen  Ströme  bei 
unbehandelten Tieren.     Ergebnisse 
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IHCs, die zuvor mit der hohen Dosierung an Glibenclamid behandelt wurden, zeigten 
keine Veränderung des Auswärtsstroms mit dem Auswaschen von ATP aus der Zelle 
(Abb.3.21).  Somit  konnte  gezeigt  werden,  dass  nur  mit  der  hohen  Glibenclamid-
Konzentration eine komplette Inhibition von KATP-Kanälen in den IHCs des Innenohrs 
erreicht werden konnte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.21:  Systemisch appliziertes Glibenclamid (25 mg) führt zu einer kompletten 
Blockade der KATP-Ströme der IHCs von C57Bl/6 
Die Applikation der hohen Glibenclamid-Wirkmenge (25 mg) führte zu einer kompletten Blockade der 
KATP-Ströme in den IHCs von C57Bl/6. Hier ist beispielhaft eine Originalmessung einer einzelnen IHC 
dargestellt. Es kam zu keiner Veränderung des Auswärtsstroms mit dem Auswaschen von ATP aus 
der Haarzelle. Der stehende Auswärtsstrom lag bei etwa 130 - 140 pA und ist damit vergleichbar zu 
den unbehandelten IHCs von Kir6.2-KO oder C57Bl/6. 
 
Vergleicht  man  den  maximalen  Auswärtsstrom  bei  einem  Potential  von  -50  mV  der 
in vivo mit Glibenclamid behandelten IHCs mit den IHCs der Kir6.2-KO bzw. der in vitro 
Glibenclamid-Behandlung  so  wird  deutlich,  dass  die  beiden  in  vivo 
Konzentrations-Gruppen vergleichbar mit den Werten der IHCs der Kir6.2-KO und denen 
der  in  vitro m i t  G l i b e n c l a m i d  b e h a n d e l t e n  I H C s  s i n d  ( A b b . 3 . 2 2 B ) .  D i e  G r u p p e  d e r  
niedrigen in vivo Wirkmenge (2,5 mg) hat einen Wert von 70,96 ± 29,65 pA, die der 
hohen Wirkmenge (25 mg) hat einen Wert von 56,63 ± 27,22 pA. Im Gegensatz dazu 
zeigen  die  völlig  unbehandelten  IHCs  der  C57Bl/6  einen  zu  allen  anderen  Gruppen 
signifikant  größeren  Wert  von  292,98  ± 8 3 , 2 5  p A  ( p < 0 , 0 0 0 1 ) .  D i e  b e i d e n  in  vivo m i t  
Glibenclamid  behandelten  Gruppen  zeigen  zwar  einen  etwas  geringeren  stehenden 
Auswärtsstrom, die Steigung der Kurve verläuft jedoch parallel zu denen der Kir6.2-KO 
bzw. der in vitro Glibenclamid-Behandlung (Abb.3.22A). 
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Abbildung 3.22:  In vivo und in vitro Applikation von Glibenclamid reduziert die 
Auswärtsströme der IHCs von C57Bl/6 auf das Niveau der IHCs der 
Kir6.2-KO 
A,  Im  Hinblick  auf  den  Gesamtauswärtsstrom  bei  -50  mV  lässt  sich  sagen,  dass  bei  der  in  vivo 
Behandlung  der  stehende  Auswärtsstrom  (T1)  leicht  erniedrigt  war.  Die  Steigung  der  beiden 
Konzentration der in vivo Behandlung verläuft jedoch parallel zu den Kurven der Kir6.2-KO und der 
Glibenclamid-Behandlung  in  vitro,  was  bedeutet,  dass  die  Stromänderung  vergleichbar  ist.  B, 
Betrachtet man den reinen KATP-Strom bei -50 mV, so wird deutlich, dass durch die Glibenclamid-
Behandlung  mit  den  beiden  unterschiedlichen  Konzentrationen  in  vivo d i e  I H C s  d e r  C 5 7 B l / 6  
vergleichbare  Auswärtsströme  wie  die  IHCs  der  Kir6.2-KO  und  der  in  vitro m i t  G l i b e n c l a m i d  
behandelten C57Bl/6 zeigen. Der Auswärtsstrom ist signifikant niedriger als bei den unbehandelten 
IHCs der C57Bl/6 (p<0,0001). 
A 
*** 
B 
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3.11  Haarzellprotektion durch Glibenclamid-Applikation (2,5 mg) in vivo 
 
Durch  die  ABR-Messungen  konnte  bereits  gezeigt  werden,  dass  man  durch  die 
systemische Gabe von Glibenclamid ab einem Alter von 8 Wochen einen protektiven 
Effekt im Bereich von 25 dB besonders im hochfrequenten Hörbereich in Bezug auf die 
Presbyakusis  in  C57Bl/6-Mäusen  erzielen  kann.  Im  Folgenden  soll  der  Frage 
nachgegangen werden, ob der gemessene physiologische Unterschied des Hörverlusts 
bei der Presbyakusis durch die systemische Gabe von Glibenclamid im Vergleich zu den 
Placebo-Tieren mit einer Haarzellprotektion einhergeht oder andere Mechanismen, z.B. 
Veränderungen in der aufsteigenden Hörbahn, dafür verantwortlich sind. Hierfür wurden 
die Cochleogramme von je zwei Placebo-Tieren und 2 Tieren, die in einem Alter von 8 
Wochen  ein  Glibenclamid-Pellet  (2,5  mg)  implantiert  bekamen,  erstellt  und  die 
Haarzelldichte  ausgewertet  (Abb.3.23).  Alle  Tiere  zeigen  Haarzellverluste  im 
hochfrequenten  Bereich.  In  der  Reihe  der  IHCs  beginnt  der  Haarzellverlust  der 
Glibenclamid-Tiere etwas später und es überleben mehr Haarzellen als bei den Placebo-
Tieren.  Im  Frequenzbereich  zwischen  45,2  und  64  kHz  liegt  der  Haarzellverlust  der 
Glibenclamid-Tiere bei etwa 40%, die Placebo-Tiere haben dagegen gut 80% ihrer IHCs 
verloren. In den drei Reihen der OHCs wird der Unterschied zwischen unbehandelten 
und mit Glibenclamid behandelten Tieren noch deutlicher. Im hochfrequenten Bereich 
zeigt  die  Reihe  der  OHC1  der  Placebo-Tiere  einen  einsetzenden  Haarzellverlust  bei 
etwa  22,6  kHz.  Bei  32  kHz  sind  bereits  keine  OHCs  mehr  vorhanden.  Durch  die 
Glibenclamid-Behandlung  ist  der  Beginn  des  Haarzellverlusts  auf  etwa  45,2  kHz 
verschoben, allerdings gibt es ab hier einen rapiden Abfall auf 0%. In der Reihe der 
OHC2 sinkt die Haarzelldichte der Placebo-Tiere ebenfalls bei 22,6 kHz und erreicht 0% 
kurz nach 32 kHz. Bei den mit Glibenclamid behandelten Tieren sind in diesem Bereich 
noch 100% der Haarzellen vorhanden. Ein völliger Haarzellverlust tritt in dieser Gruppe 
ebenfalls erst bei 45,2 kHz ein. Die Reihe der OHC3 zeigt prinzipiell ein ähnliches Bild 
wie die beiden Reihen OHC1 und 2. Der Haarzellverlust der Placebo-Tiere setzt deutlich 
früher ein als in der Glibenclamid-Gruppe. Allerdings sind hier bereits in beiden Gruppen 
im mittleren Frequenzbereich erste leichte Haarzellverluste zu verzeichnen. In allen drei 
Reihen ist in beiden Gruppen ein ähnlich ausgeprägter Haarzellverlust im tieffrequenten 
Hörbereich bis 8 kHz in der Größenordnung von 20 - 30% zu erkennen. In den Reihen 
OHC2 und OHC3 könnte ein Trend dahin gehen, dass die mit Glibenclamid behandelten 
Tiere einen etwas geringeren tieffrequenten Haarzellverlust aufweisen. Des Weiteren ist Ergebnisse     
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ein  Gradient  in  der  Stärke  des  Haarzellverlusts  von  den  OHC3  zu  den  OHC1  zu 
erkennen. Die Reihe der OHC3 ist wesentlich stärker betroffen.  
Abschließend  lässt  sich  sagen,  dass  in  allen  vier  untersuchten  Haarzellreihen  der 
Haarzellverlust  der  mit  Glibenclamid  behandelten  Tiere  im  Vergleich  zu  der 
Kontrollgruppe  deutlich  später  einsetzt.  Der  Unterschied,  der  in  den  ABR-Schwellen 
gemessen  wurde,  geht  offensichtlich  mit  einer  Haarzellprotektion,  bedingt  durch  die 
Behandlung mit Glibenclamid, einher. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.23:  Haarzellprotektion durch systemische Applikation von Glibenclamid 
(2,5 mg) in C57Bl/6 
Es sind die Cochleogramme der mit Glibenclamid (2,5 mg) behandelten C57Bl/6 (schwarz) und der 
Placebo-Kontrolle  (grau)  dargestellt.  Aufgetragen  ist  die  Haarzelldichte  der  inneren  Haarzellreihe 
(IHC)  und  der  drei  äußeren  Haarzellreihen  (OHC1-3)  gegen  die  Frequenz  (kHz)  bzw.  die  relative 
Entfernung vom Apex (%). Die beiden Kurven stellen jeweils den Mittelwert aus zwei Tieren dar. In 
den stellenweise lückenhaften Abschnitten konnte aufgrund des Fehlens des Sinnesepithels keine 
Aussage über das Vorhandensein der Haarzellen gemacht werden. Es ist deutlich zu erkennen, dass 
die  Placebo-Tiere,  sowohl  in  den  IHCs  als  auch  in  den  drei  Reihen  der  OHCs,  einen  früher 
einsetzenden hochfrequenten Haarzellverlust aufweisen. Und auch der tieffrequente Haarzellverlust 
der Glibenclamid-Tiere ist, zumindest in den OHC2 und OHC3, wesentlich geringer ausgeprägt als in 
der  Placebo-Gruppe.  Der  bereits  in  den  Hörschwellenkurven  gezeigte  protektive  Effekt  von 
Glibenclamid auf die Presbyakusis geht folglich mit einer echten Haarzellprotektion einher. 
4  8  16  32  64 
Frequenz (kHz)     Diskussion 
  91 
4.  Diskussion 
 
 
4.1  Expression von KATP-Kanälen in den Haarzellen des Innenohrs 
 
In  der  Fachliteratur,  die  sich  mit  der  Expression  von  funktionellen  Kanälen  und 
Transportern im Innenohr beschäftigt, gibt es keine Hinweise auf die Existenz von KATP-
Kanälen im Innenohr (Lang et al., 2007; Hibino und Kurachi, 2006). Mit der vorliegenden 
Arbeit  konnte  erstmals  die  Existenz  funktioneller  KATP-Kanäle  in  den  Haarzellen  der 
Cochlea nachgewiesen werden. Whole-Cell-Messungen von IHCs von C57Bl/6 zeigten, 
dass die K
+-Ströme Tolbutamid- und Glibenclamid-sensitiv waren und durch den SUR1 
spezifischen KATP-Kanal-Öffner NN414 aktiviert werden konnten. Mit Hilfe der Daten der 
Kir6.2-KO-Mäuse lässt sich somit darauf zurückschließen, dass der funktionelle KATP-
Kanal, der in den IHCs der Cochlea exprimiert wird, aus der Kombination Kir6.2 und 
SUR1 bestehen muss.  
 
 
4.2  KATP-Kanal-defiziente  Mäuse  erleiden  weniger  Presbyakusis  und 
weniger Schalltrauma 
 
ABR-Messungen  von  KATP-Kanal  defizienten  Mäusen  (Kir6.2-KO)  und  deren 
gleichaltrigen C57Bl/6 Kontrolltieren zeigten, dass die Kir6.2-KO eine verlangsamte und 
deutlich reduzierte Presbyakusis entwickelten. Die Protektion vor einem altersbedingten 
Hörverlust, die auf Basis der ABR-Schwellen gezeigt werden konnte, konnte durch die 
morphologische  Auswertung  in  Form  von  Cochleogrammen  als  eine  echte 
Haarzellprotektion  bestätigt  werden.  Aus  einer  vorausgegangenen  Arbeit  ging  hervor, 
dass  der  systemische  Knockout  des  Kir6.2  in  Mäusen  auch  zu  einem  Schutz  vor 
schallinduziertem  Hörverlust  führte  (Groth,  2008).  Mit  der  immunhistologischen 
Auswertung der Cochleae der beschallten Mäuse im Verlauf dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass zumindest in der Klasse der 24 Wochen alten C57Bl/6 eine Hörminderung 
auch mit einem Haarzellverlust, vornehmlich im Bereich der OHCs, einherging, während 
die Kir6.2-KO keinerlei Haarzellverluste zeigten.  
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4.3  Chronische Applikation von KATP-Kanal-Blocker führt zu Protektion 
vor Presbyakusis und Schalltrauma 
 
Die chronische, systemische Applikation des Sulfonylharnstoffs Glibenclamid (2,5 mg) 
führte  bei  adulten  C57Bl/6  zu  einer  teilweisen  Protektion  von  etwa  25  dB  im 
hochfrequenten  Hörbereich  vor  Presbyakusis.  Dieser  Effekt  konnte  noch  verstärkt 
werden,  indem  der  Behandlungsbeginn  von  8  Wochen  auf  Postnataltag  4  vorverlegt 
wurde.  Bei  den  Presbyakusis-Versuchen  konnte  keine  Dosisabhängigkeit  festgestellt 
werden, ganz im Gegensatz zu der Protektion vor einem schallinduzierten Hörverlust 
durch  die  systemische  Gabe  von  Glibenclamid.  Während  eine  niedrige  Dosierung 
(2,5 mg) keinen Effekt zeigte, konnte eine signifikante Protektion durch die Erhöhung der 
Wirkmenge (25 mg) erzielt werden. Der protektive Effekt von Glibenclamid in den ABR-
Schwellen war mit einer echten Haarzellprotektion verbunden. 
Diese Befunde zeigen, dass funktionelle KATP-Kanäle in den Haarzellen des Innenohrs 
exprimiert werden und sie eine mögliche Rolle bei altersbedingten und schallinduzierten 
Hörverlusten spielen. 
 
 
4.4  Presbyakusis in der Stammlinie C57Bl/6 
 
4.4.1  C57Bl/6 als Modell für früh einsetzende Presbyakusis 
 
Wie in anderen Mauslinien auch, ist das auditorische System der C57Bl/6 ab einem Alter 
von etwa einem Monat voll ausgereift (Shnerson und Pujol, 1983). Ab einem Alter von 
4 Wochen  konnte  jedoch  schon  ein  gewisser  altersbedingter  Hörverlust  im 
hochfrequenten Bereich bei C57Bl/6-Mäusen im Vergleich zu CBA/Ca gezeigt werden 
(Li und Borg 1991; Shnerson und Pujol 1981). Die 4 Wochen-Gruppe stellt also für die 
jeweiligen Mauslinien die Referenzgruppe dar, bei der das Gehör schon adult ist, die 
Presbyakusis aber noch keine großen Auswirkungen hat. Mikaelian (1979) konnte an 
C57Bl/6-Mäusen zeigen, dass es nach 24 bis 28 Wochen zu einer Verschlechterung des 
Hörvermögens kommt und nach ca. 18 Monaten ein kompletter Hörverlust eintritt, der 
hauptsächlich  mit  einer  Degeneration  der  OHCs  einhergeht.  Aufgrund  der  Tatsache, 
dass  die  C57Bl/6  bereits  sehr  früh  im  Verlauf  des  Lebens  eine  fortschreitende 
Presbyakusis entwickeln, die an der Basis der Cochlea ihren Anfang nimmt, wird diese     Diskussion 
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Stammlinie  in  der  Hörforschung  häufig  als  Modellorganismus  für  die  beim  Menschen 
auftretende  Presbyakusis  verwendet.  Beim  Menschen  ist  die  basale  Windung  vom 
altersbedingten Hörverlust zuerst betroffen (Schuknecht und Gacek, 1993). Die C57Bl/6-
Stammlinie zeigt genau dieses Muster schon im frühen Alter und wird herangezogen, um 
einen Einblick in die Mechanismen zu bekommen, die dem altersbedingten Hörverlust 
zugrunde liegen.  
 
 
4.4.2  Die frühe Presbyakusis in C57Bl/6 ist genetisch bedingt 
 
Im  Verlauf  der  Presbyakusis-Forschung  wurden  immer  mehr  Komponenten  und 
Interaktionen  beschrieben,  die  zu  einem  altersbedingten  Hörverlust  führen.  Dazu 
gehören  bestimmte  Umweltfaktoren  (z.B.  Rauchen)  aber  auch  medizinische 
Risikofaktoren,  wie  Diabetes  oder  bestimmte  Antibiotika  (Fransen  et  al.,  2003). 
Mittlerweile sind eine ganze Reihe von Genabschnitten bekannt, die die Struktur und 
Funktion des Innenohrs bestimmen und beeinflussen können. So wurde beispielweise 
die früh einsetzende Presbyakusis der C57Bl/6 mit dem ahl Gen in Verbindung gebracht 
(Johnson  et  al.,  1997;  Keithley  et  al.,  2004),  welches  auch  in  einigen  anderen 
Stammlinien  eine e n t s c h e i d e n d e  R o l l e  b e i  d e m  a l t e r s b e d i n g t e n  H ö r v e r l u s t  e i n n i m m t  
(Johnson et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Gene innerhalb 
des  ahl A b s c h n i t t s  l i e g e n ,  u . a .  d a s  G e n ,  w e l c h e s  f ü r  d a s  T r a n s m e m b r a n p r o t e i n  
Cadherin23  (Cdh23)  kodiert.  Mutationen  in  Cdh23  führen  sowohl  im  Mausmodell  als 
auch beim Menschen zu einer Taubheit (Petit et al., 2001). Ein Polymorphismus eines 
einzelnen  Nukleotids  innerhalb  des  Exons  7  von  Cdh23,  nämlich  der  Austausch  der 
Base 753 (Adenin für Guanin), kann zusammen mit anderen genetischen Faktoren einen 
altersbedingten Hörverlust induzieren (Noben-Trauth et al., 2003). Nicht nur in C57Bl/6 
sondern in einer ganzen Reihe von Mauslinien führt die Variante Cdh23
753A zu ei ner 
erhöhten  Anfälligkeit  für  einen  Hörverlust,  die  Variante  Cdh23
753G d a g e g e n  z u  e i n e r  
gesteigerten Resistenz. 
 
 
4.4.3  C57Bl/6 als Modell für humane Presbyakusis 
 
Trotz der genetischen Prädisposition wird die C57Bl/6 immer noch als Modellorganismus 
in der Hörforschung angewandt. Sie zeigt im Laufe der früh einsetzenden Presbyakusis Diskussion     
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einen  progressiven  Haarzellverlust,  Degeneration  der  afferenten  Neurone,  der  Stria 
vascularis und des spiralen Ligaments (Hequembourg und Liberman, 2001; Ichimiya et 
al., 2000; Li und Hultcrantz, 1994; Mikaelian et al., 1974). Damit weisen die C57Bl/6 alle 
von Schuknecht (1964) beim Menschen beschriebenen Attribute eines altersbedingten 
Hörverlusts  auf.  Oftmals  wird  der  noch  während  einer  frühen  Phase  des 
Erwachsenenseins  einsetzende  Hörverlust  der  C57Bl/6  als  Kritik  dieses  Modells 
angebracht. Doch klassische humane Daten zeigen einen ähnlichen Trend (Glorig, 1957; 
Hinchcliffe, 1962). Mittlere Hörschwellen beim Menschen steigen mit dem Altern stetig 
an, besonders im hochfrequenten Bereich. Die Audiogramme weisen in aller Regel einen 
flachen  Kurvenverlauf  im  tieffrequenten  Bereich  auf  und  einen  mit  dem  Alter  immer 
steiler  werdenden  im  hochfrequenten  Hörbereich.  Betrachtet  man  den  Verlauf  des 
altersabhängigen Hörverlusts, so kann man also davon ausgehen, dass die humane und 
murine Cochlea einer vergleichbaren altersabhängigen Degeneration unterliegen, auch 
wenn die Ursachen nicht zwingendermaßen identisch sind (Ohlemiller, 2006). 
Aber nicht nur die C57Bl/6 dienen als Mausmodel um den altersabhängigen Hörverlust 
und seine Ursachen zu untersuchen. Eine ganze Reihe weiterer Inzuchtlinien sind in 
Bezug  auf  ihre  Hörbeeinträchtigung  gut  untersucht  und  so  konnten  die  Effekte  vieler 
spezifischer Proteine auf die Entwicklung der Presbyakusis beschrieben werden (Zheng 
et al., 1999, Martin et al., 2007). 
 
 
4.5  Kir6.2-KO  als  Modellorganismus  für  die  Protektion  von 
Presbyakusis und Schalltrauma 
 
Die  in  der  Arbeit  verwendete  Maus  aus  der  Linie  Kir6.2-KO  ist  eine  ATP  abhängige 
Kaliumkanal defiziente Maus. Die genetische Inaktivierung basiert auf dem Hintergrund 
einer 129/Sv Maus, die anschließend über vier Generationen mit dem C57Bl/6-Stamm 
zurückgekreuzt wurde (Miki et al., 1998). Die Kir6.2-KO wurden nach der Rückkreuzung 
als Inzuchtlinie weitergezüchtet. Sie haben ein Genom, das zu 94% aus dem C57Bl/6-
Genom und zu 6% aus dem 129/Sv-Genom besteht. Dabei ist unklar, welche Gene des 
129/Sv-Genoms in den 6% erhalten geblieben sind. Da der Großteil des Genoms der 
Kir6.2-KO jedoch aus dem C57Bl/6-Genom besteht, wurde diese Stammlinie auch als 
Kontrollgruppe für alle Versuche dieser Arbeit herangezogen.     Diskussion 
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Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  der  zu  den  Kir6.2-KO  gehörige  Wildtyp  (Kir6.2-WT) 
einen zu den C57Bl/6 vergleichbaren Phänotyp zeigt, weshalb in weiteren Versuchen auf 
die Kir6.2-WT als zusätzliche Kontrolle verzichtet wurde (Groth, 2008).  
 
 
4.5.1  Die  Resistenz  gegen  Presbyakusis  und  Schalltrauma  der  Kir6.2-KO  beruht 
nicht auf dem Fehlen der Cdh23-Mutation 
 
Eine mögliche Erklärung für die Schalltraumaresistenz und die später einsetzende und 
weniger stark ausgeprägte Presbyakusis der Kir6.2-KO könnte darin liegen, dass, durch 
die genetische Inaktivierung bzw. den Erhalt von 6% des 129/Sv-Genoms, die Cdh23-
Mutation, wie sie in den C57Bl/6 vorkommt, in den Kir6.2-KO nicht mehr vorhanden ist. 
In  Zusammenarbeit  mit  der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Christian  Kubisch  (Institute  of 
Human Genetics, Ulm) konnte jedoch gezeigt werden, dass die Kir6.2-KO die gleiche 
Mutation im Cdh23-Gen zeigen wie die C57Bl/6. Sie tragen ebenfalls das A-Allel. Als 
Kontrolle diente der C3H-Stamm, der das G-Allel trägt (Abb.4.1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.1:   Testung auf die Cadherin23-Mutation in den Kir6.2-KO 
Das Ergebnis der Testung von Kir6.2-KO und C57Bl/6 auf die Cadherin23-Mutation ergab, dass die 
Kir6.2-KO das gleiche A-Allel tragen wie die C57Bl/6, welches als eines von mehreren Genen für die 
früh  einsetzende  Presbyakusis  der  C57Bl/6  verantwortlich  gemacht  wird.  Als  Kontrolle  diente  der 
C3H-Stamm, welcher das G-Allel trägt. Für jede Stammlinie wurden Proben von drei Mäusen getestet. 
(In Zusammenarbeit mit Prof. Christian Kubisch). 
C57Bl/6 
Kir6.2-KO 
C3H Diskussion     
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Diese Daten lassen den Rückschluss zu, dass die auftretenden Unterschiede in Bezug 
auf die Presbyakusis und den schallinduzierten Hörverlust zwischen den Kir6.2-KO und 
den  C57Bl/6  in  Zusammenhang  mit  dem  Kir6.2-Kanal  stehen  müssen  und  nicht  auf 
Unterschiede  im  genetischen  Hintergrund  der  Kir6.2-KO  und  C57Bl/6  zurückzuführen 
sind. 
 
 
4.5.2  Nachweis der KATP-Kanal-Kombination Kir6.2/SUR1 in den IHCs 
 
Leider stellte sich im Verlauf der Arbeit heraus, dass ein Nachweis des Kir6.2-Kanals im 
Innenohr mit sämtlichen handelsüblichen, sowohl monoklonalen als auch polyklonalen, 
Antikörpern  nicht  möglich  war.  Trotz  verschieden  gewählter  Epitope  sowohl  für  die 
Kir6.2- als auch für die SUR-Untereinheit sowie verschiedener Färbeprotokolle, konnte 
mit keinem der getesteten Antikörper eine spezifische Fluoreszenz in den C57Bl/6 im 
Vergleich  zu  den  entsprechenden  Knockouts  (Kir6.2-KO,  SUR-KO)  nachgewiesen 
werden. Des Weiteren konnte auch mit dem ER-Tracker (BODIPY FL Glibenclamide, 
Molecular  Probes),  einem  grünfluoreszierenden  Glibenclamid,  das  spezifisch  am 
Endoplasmatischen Reticulum (ER) binden soll aber auch Epitope außerhalb des ERs 
erkennt, kein eindeutiger Nachweis von KATP-Kanälen im Innenohr erbracht werden. 
In  Zusammenarbeit  mit  der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Birgit  Liss  (Institute  of  Applied 
Physiology, Ulm) konnte durch UV-Laser Mikrodissektion kombiniert mit real-time qPCR 
einzelner  Zellen  aus  PFA-fixiertem  Gewebe  der  Cochlea  gezeigt  werden,  dass  im 
Bereich  der  Stria  vascularis  keine  der  KATP-Kanal-Untereinheiten  detektiert  werden 
konnte,  weder  Kir6.2  noch  SUR1  oder  SUR2.  Als  Markergene  für  die  Haarzelltypen 
diente  für  die  IHCs  Otoferlin,  für  die  OHCs  Prestin.  Die  Expression  der  beiden 
Markergene  konnte  in  den  entsprechenden  Zelltypen  für  alle  analysierten  Proben 
nachgewiesen werden. Kir6.2 wurde sowohl in den IHCs als auch den OHCs detektiert. 
Die  Expression  von  SUR1  konnte  ebenfalls  für  beide  Haarzelltypen  nachgewiesen 
werden.  SUR2  wurde  dagegen  lediglich  in  den  OHCs  detektiert.  Das  bedeutet,  die 
mRNA beider Untereinheiten, die man benötigt, um einen funktionellen Kir6.2-Kanal zu 
erstellen, sind im Innenohr vorhanden (Schlaudraff, 2010). Die Datenerhebung in diesem 
Projekt  ist  allerdings  noch  nicht  abgeschlossen.  Die  Anzahl  der  analysierten  Proben 
muss weiter erhöht werden, um die Datenmenge auf ein statistisch auswertbares Niveau 
zu bringen. Dennoch unterstützen diese molekularbiologischen Daten die in dieser Arbeit     Diskussion 
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erhobenen elektrophysiologischen Ergebnissen, dass der KATP-Kanal im Innenohr, und 
ganz speziell in den IHCs und den OHCs, exprimiert wird. 
 
 
4.6  In vivo Elektrophysiologie 
 
4.6.1  ABR-Schwellenaudiogramme 
 
Um  die  Funktion  des  auditorischen  Systems  der  Mäuse  zu  untersuchen  und 
Audiogramme  zu  verschiedenen  Messzeitpunkten  und  unterschiedlicher  Behandlung 
erstellen  zu  können,  wurden  die  Schwellen  von  auditorisch  evozierten 
Hirnstammpotentialen (ABR) in Abhängigkeit des Schalldruckpegels gemessen. Dies ist 
eine  einfache  und  innerhalb  der  Hörforschung  oft  verwendete  Methode.  Der  große 
Vorteil  dieses  Messverfahrens  ist,  dass  es  eine  nicht-invasive  Methode  darstellt  und 
somit wiederholte Messungen am selben Tier über einen längeren Zeitraum und folglich 
die  Bestimmung  eines  Altersverlaufs  des  Hörvermögens  an  den  selben  Tieren 
ermöglicht. So konnte auf einen operativen Eingriff verzichtet und Verlaufsstudien an 
einer Maus durchgeführt werden. Die in dieser Arbeit ermittelten Schwellenkurven waren 
vergleichbar mit den in der Literatur angeführten (Hequembourg und Liberman, 2001). 
Die gewählte Zahl an Mittelungen (128 Reizpaare) stellte einen Kompromiss zwischen 
Signal/Rauschverhältnis  und  Messdauer  dar.  In  der  Mehrheit  der  Messdaten  lag  die 
Streuung  jedoch  im  Bereich  von  ± 1 0  d B .  D i e  S t r e u u n g  d e r  e l e k t r o p h ysiologischen 
Messdaten  innerhalb  einer  Gruppe  von  Mäusen  erreichte  in  seltenen  Fällen  bei 
bestimmten  Frequenzen  Werte  von  ± 2 0  d B .  D i e s  w a r  v o r  a l l e m  i n  d e n  h o h e n  
Altersklassen mit geringer Anzahl an gemessenen Individuen oder stellenweise auch im 
hochfrequenten  Bereich  zu  sehen.  Die  Größenordnung  der  Standardabweichung  der 
ABR-Mittelwerte  dieser  Arbeit  ist  vergleichbar  mit  Literaturdaten  (Wang  et  al.,  2002; 
Christ et al., 2004) und zeigt die erreichbare Qualität der Versuchsdurchführung. Ein 
Grund  für  die g r ö ß e r e  S t r e u u n g  i n  d e n  h o h e n  A l t e r s k l a s s e n  k ö n n t e n  i n t e r i n d i v i d u e l l e  
Unterschiede im Bezug auf Alterungsprozesse sein, die bekanntlich im hochfrequenten 
Bereich  am  stärksten  auftreten,  dort,  wo  die  Hörschwelle  die  größte  Steigung  hat. 
Generell  zeigen  die C 5 7 B l / 6  e i n e  g r ö ß e r e  i n t e r i n d i v i d u e l l e  S t r e u u n g  i n  d e n  A B R -
Schwellen als beispielsweise die CBA/Ca (Li und Borg, 1991). 
Die Tatsache, dass im Freifeld gemessen wurde, war mit einem Verzicht auf höhere 
Schalldruckpegel gekoppelt. In einem geschlossenen System können Schalldruckpegel Diskussion     
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von  bis  zu  130  dB  SPL  erreicht  werden  (Steel,  2006).  Da  jedoch  per  Definition  ein 
Hörverlust  von  über  100  dB  bereits  als  Taubheit  definiert  wird,  stellte  dies  für  die 
Datenerhebung  keinen  Nachteil  dar,  da  in  der  Regel  Schalldruckpegel  deutlich  über 
100 dB SPL im Freifeld erreicht wurden.  
In einer vorangegangenen Studie (Groth, 2008) wurde anfangs auf eine Antagonisierung 
der Narkose nach den ABR-Messungen verzichtet und beobachtet, dass die Tiere einen 
etwa  5  bis  10%igen  Gewichtsverlust  erlitten.  Dieser  trat  wahrscheinlich  durch  einen 
Flüssigkeitsverlust auf, da die Tiere lange ohne ihre vollen motorischen Fähigkeiten in 
den Käfigen lagen und meist schliefen. Es war jedoch wichtig, die Tiere in einem guten 
körperlichen Zustand zu hal t en.  Auf gr und di eser  Er f ahr ungen wur de di e Nar kose der  
Mäuse  in  der  vorliegenden  Doktorarbeit  mit  Antisedan  antagonisiert,  damit  die  Tiere 
schneller aufwachten und fressen sowie trinken konnten. 
 
 
4.6.2  Schwellenermittlung 
 
Ein  Kritikpunkt  an  den  Audiogrammen  könnte  das  Verfahren  für  die  Erhebung  der 
Schwellen  sein.  Das  verwendete  Schwellenkriterium  (Schwelle  war  eine  Stimulus 
korrelierte Antwort, die in der gemittelten ABR-Kurve gerade noch erkannt wurde) konnte 
sehr subjektiv ausgelegt werden. Umso wichtiger war es, dass immer die selbe Person 
die Schwelle für jedes Tier festlegte. In Abhängigkeit, wie konservativ die Auswertung 
vorgenommen  wurde,  können  die  Schwellen  somit  im  Vergleich  zur  Literatur  etwas 
abweichen,  innerhalb  der  Versuchsgruppen  einer  Arbeit  entstehen  aber  keine 
Unterschiede in Bezug auf die Schwellenfestlegung. Aus Testreihen wurde ersichtlich, 
dass abhängig vom Experimentator interindividuelle Unterschiede im Bereich von 5 bis 
10  dB  auftraten.  Dennoch  ist  die  hier  verwendete  Festlegung  der S c h w e l l e n  e i n e  
gängige  und  für  Schwellenveränderungen  sehr  genaue  Methode,  die  im  gesamten 
Bereich der Hörforschung und der klinischen Diagnostik verwendet wird (Hequembourg 
und Liberman, 2001). 
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4.7  Physiologische  und  morphologische  Daten  zur  Entwicklung  der 
Presbyakusis in C57Bl/6 
 
4.7.1  Frühe Presbyakusis bei C57Bl/6 
 
Die  elektrophysiologischen  Daten  der  C57Bl/6-Mäuse,  die  eine  Kontrollgruppe 
darstellen, zeigen keine besonderen Auffälligkeiten oder Abweichungen von Daten der 
Literatur. Die extreme Anfälligkeit für eine früh einsetzende Presbyakusis der C57Bl/6-
Mäuse konnte durch die vorliegende Altersstudie belegt werden. Diese Ergebnisse sind 
vergleichbar zu den ABR-Schwellenkurven von Hequembourg und Liberman (2001) oder 
Li  et  al.  (1993).  Als  Konsequenz  eines  von  der  Basis  zum  Apex  hin  verlaufenden 
Haarzellverlusts, ist der altersbedingte Hörverlust bei Mäusen von einem progressiven, 
primär hochfrequenten Hörverlust geprägt (Henry und Chole, 1980; Spongr et al., 1997). 
Dabei sind zuerst die OHCs betroffen, bevor die IHCs und als Folge des Haarzellverlusts 
auch die Ganglienzellen degenerieren.  
In der Literatur gibt es unterschiedliche Angaben, was den Zeitraum des Beginns des 
Hörverlusts in C57Bl/6 angeht. Dieser variiert von 2 Monaten (Henry und Chole, 1980; 
Willott und Bross, 1996) über 3 Monate (Mikaelian et al., 1974) bis hin zu 8 Monaten 
(Zheng  et  al.,  1999).  In  einer  weiteren  Studie  konnte  jedoch  gezeigt  werden,  dass 
C57Bl/6 im Vergleich zu CBA/Ca bereits ab einem Alter von 8 Wochen einen Hörverlust 
bei 16 kHz aufweisen (Li und Borg, 1991).  
 
 
4.7.2  Unterschiedliche Schädigungsmuster an Basis und Apex 
 
Es gibt Hinweise darauf, dass es unterschiedliche Schädigungsmuster für den hoch- und 
tieffrequenten altersabhängigen Hörverlust gibt (Prosen et al., 2003). Die Ursache für 
einen hochfrequenten Hörverlust scheint in der Degeneration der Haarzellen und damit 
verbunden  der  Ganglienzellen  zu  liegen.  Im  Gegensatz  dazu  treten  tieffrequente 
Hörverluste oft ein bevor ein Haarzellverlust erkennbar ist. Es wird davon ausgegangen, 
dass dieser Hörverlust durch einen Verlust der Fibrozyten bedingt wird. Diese spielen 
eine  wichtige  Rolle  im  K
+-Kreislauf  des  Transduktionsprozesses  der  Cochlea.  Eine 
Störung der cochleären Homöostase könnte neben dem Haarzellverlust folglich einen 
weiteren Mechanismus für den frühen Hörverlust der C57Bl/6 darstellen. Diskussion     
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Die  Audiogramme  und  Cochleogramme  der  C57Bl/6  der  vorliegenden  Arbeit 
unterstützen  obige  These.  Die  Presbyakusis  beginnt  bereits  mit  12  Wochen.  Mit  24 
Wochen  sind  schon  stark  ausgeprägte,  altersbedingte  Schwellenanhebungen  zu 
erkennen.  Im  Alter  von  52  Wochen  ist  bei  den  C57Bl/6  lediglich  ein  Resthören  im 
tieffrequenten Bereich vorhanden und mit 96 Wochen sind die C57Bl/6 annähernd taub. 
Die  Cochleogramme  zeigen,  dass  dieser  elektrophysiologisch  gemessene 
hochfrequente  Hörverlust  auch  tatsächlich  mit  einem  Haarzellverlust  einhergeht.  Mit 
12 Wochen treten erste Haarzellverluste im hochfrequenten Bereich in den Reihen der 
OHCs auf. Diese weiten sich mit steigendem Alter stetig in Richtung tiefe Frequenzen 
aus.  Mit  dem  deutlichen  Hörverlust  ab  einem  Alter  von  24  Wochen  sind  auch 
Haarzellverluste der IHCs zu erkennen.  
Im  Alter  von  24  Wochen  ist  auch  ein  tieffrequenter  Hörverlust  vorhanden.  In  den 
Cochleogrammen  ist  jedoch  kein  apikaler  Haarzellverlust  zu  erkennen,  was  für  die 
Theorie  spricht,  dass  es  ein  unterschiedliches  Schädigungsmuster  im  hoch- u n d  
tieffrequenten  Hörbereich  gibt.  Erst  mit  52  Wochen  sind  deutliche  Haarzellverluste 
sowohl im hoch- als auch im tieffrequenten Hörbereich in den OHCs festzustellen. Im 
Vergleich zu den C57Bl/6 zeigen gleichaltrige Kir6.2-KO eine sehr geringe und extrem 
verzögerte  Presbyakusis,  die  mit  einer  Protektion  der  Haarzellen  einhergeht.  Diese 
Stammlinie zeigt erst mit 52 Wochen einen hochfrequenten Hörverlust und besitzt mit 93 
Wochen  noch  ein  vergleichsweise  gutes  Hörvermögen,  welches  an  eine 
Haarzellprotektion gekoppelt ist. 
 
 
4.8  Schallinduzierte Haarzellverluste in C57Bl/6 
 
4.8.1  Schädigungsmuster bei Schalltrauma 
 
Der schallinduzierte Hörverlust ist strukturell vordergründig gekennzeichnet durch einen 
Verlust an OHCs (Ohlemiller et al., 2000). Grob mechanische Verletzungen durch ein 
Schalltrauma  treten  im  Innenohr  eher  selten  und  nur  bei  extrem  hohen 
Schalldruckpegeln  auf  (Roberto  et  al.,  1989).  Dagegen  sind  mikromechanische 
Verletzungen  eher  die  Regel.  So  kann  es  durch  eine  Lärmbelastung  zu  einer 
Entkopplung der Stereozilien von der Tektorialmembran kommen. Außerdem kann der 
Zustand der Stereozilien variieren, sie können ihre Steifigkeit verlieren, was bereits die 
erste  Folge  eines  metabolischen  Schadens  wäre,  sie  können  aber  auch  bei  höherer     Diskussion 
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Schallintensität  abknicken,  mit  Nachbarstereozilien  fusionieren  oder  gar  komplett 
verloren  gehen.  Innerhalb  der  IHCs  kann  das  zu  einer  Störung  des 
Transduktionsprozesses  führen  (Tilney  et  al.,  1982).  Eine  Schädigung  oder  gar  der 
Verlust  von  OHCs  oder  Interferenzen  mit  deren  mechanoelektrischen 
Transduktionsströmen  führen  zu  einer  Anhebung  der  Hörschwellen  und  einer 
Verschlechterung der Frequenzselektivität der Cochlea (Fettiplace und Hackney, 2006). 
Häufig treten jedoch metabolische Veränderungen innerhalb der jeweiligen Haarzellen 
als  Konsequenz  von  diversen  Schädigungsursachen  auf,  die  nicht  direkt  mit 
morphologischen  Veränderungen  einhergehen.  Dabei  spielt  die  Erhöhung  der 
intrazellulären  Ca
2+-Konzentration  eine  entscheidende  Rolle  (Fridberger  et  al.,  1998). 
Durch  die  anhaltende  Ca
2+-Überladung  werden  eine  Reihe  von  Ca
2+-abhängigen 
Enzymen,  z.B.  Proteasen  oder  Phospholipasen,  überaktiviert  (Trump  und  Berezesky, 
1992; Orrenius et al. 1992), was wiederum zu Zellschäden führen kann. Als Folge der 
erhöhten  Aktivierung  solcher  Ca
2+-abhängigen  Enzyme  kann  die  Organisation  des 
Zytoskeletts  oder  die  Mitochondrienfunktion  und  damit  die  ATP-Synthese  gestört 
werden. Können die zelleigenen Protektions- bzw. Reparaturmechanismen nicht mehr 
hilfreich  eingreifen,  kann  es  dazu  führen,  dass  in  der  Haarzelle  apoptotische  oder 
nekrotische  Prozesse  in  Gang  gesetzt  werden  und  die  Haarzellen  verloren  gehen. 
Mittlerweile  gibt  es  Hinweise  darauf,  dass d a s  a h l -Gen  neben  der  verfrühten 
Presbyakusis  ebenfalls  einen  Einfluss  auf  die  Sensitivität  von  Mäusen  für  einen 
schallinduzierten Hörverlust hat (Davis et al., 2001; Harding et al., 2005). 
 
 
4.8.2  Funktionelle und strukturelle Verluste 
 
Mit Hilfe der in dieser Arbeit gewählten immunhistologischen Färbungen war es nicht 
möglich genau diese Prozesse optisch darzustellen. Es wurde lediglich geschaut, ob 
eine  Haarzelle  vorhanden  oder  bereits  komplett  abgestorben  war.  Dies  könnte  ein 
möglicher  Grund  dafür  sein,  weshalb  die  12  Wochen  alten  C57Bl/6  zwar  einen 
dramatischen Hörverlust nach der Beschallung zeigten, der im Bereich von 60 dB lag, 
(Groth, 2008), jedoch keine Unterschiede in der Haarzelldichte zu finden waren.  
Erst  in  der  Altersklasse  24  Wochen  konnten  schallbedingte  Haarzellverluste  in  den 
Reihen der OHCs der C57Bl/6 festgestellt werden. Dadurch, dass die Cochleogramme 
Mittelwerte von nur drei Tieren darstellen, und in der Gruppe der C57Bl/6 ein Tier dabei 
war, welches trotz deutlichem schallinduziertem Hörverlust keinen Haarzellverlust nach Diskussion     
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der Beschallung zeigte, ist der Unterschied zu den Kir6.2-KO zwar vorhanden, aber nicht 
so stark ausgeprägt, wie man es aufgrund der deutlich signifikanten Unterschiede in den 
ABR-Schwellen erwarten könnte. Um auf immunhistologischer Ebene einen Unterschied 
zwischen Kir6.2-KO und C57Bl/6 nach der Beschallung herauszuarbeiten, müsste man 
entweder  einen  massiveren  Schallschaden  verursachen,  d.h.  entweder  die 
Beschallungsdauer  oder  die  Schallintensität  erhöhen,  oder  man  müsste  versuchen 
Degenerationsprozesse  der  Haarzellen  darzustellen.  Mit  dem  Kriterium  Haarzelle 
vorhanden  oder  abgestorben  war  der  deutliche  Hörverlust  der  C57Bl/6  nach  der 
Beschallung auf morphologischer Ebene nicht ganz eindeutig nachzuweisen, da sowohl 
Haarzellverluste  als  auch  lediglich  Haarzelldefekte  zu  einem  physiologischen 
Funktionsverlust  führen.  Der  schmale  Pegelbereich  in  Abhängigkeit  von  der 
Beschallungsdauer,  der  den  Übergang  von  funktionellen  Schwellenverlusten  mit  und 
ohne  Haarzellverlust  bildet,  wurde  auch  bei  anderen  Schalltraumaexperimenten  und 
Stammlinien beobachtet (Ohlemiller et al. 2000; Hirose und Liberman, 2003).  
 
 
4.9  KATP-Kanal-Zusammensetzung  in  den  IHCs  und  OHCs  von 
C57Bl/6 anhand von DPOAE-Daten 
 
Als Zusatz zu den ABR-Messungen wurden auch otoakustische Emissionen (DPOAEs) 
in  Kir6.2-KO  und  gleichaltrigen  C57Bl/6  in  verschiedenen  Altersklassen  durchgeführt 
(Kempe, 2011). Die DPOAEs stellen ein Maß für die Funktionsfähigkeit des cochleären 
Verstärkers der OHCs dar.  Ein Verlust der OHCs bewirkt  einen  Diskriminations- u n d  
Hörverlust  durch  den  Wegfall  der  aktiven  Steuerung  der  Wanderwelle  (Plontke  und 
Zenner, 2004). Durch den Funktionsverlust und Wegfall der OHCs kommt es einerseits 
zu  einem  Anstieg  der  Hörschwelle  bei  Reizung  mit  niedrigen  Schallintensitäten, 
anderseits werden, durch den Verlust der Dämpfungsfunktion der OHCs, Töne mit hoher 
Intensität schneller als laut und unbehaglich wahrgenommen, was dazu führt, dass die 
Hörschwelle  und  die  Unbehaglichkeitsschwelle  im  verbliebenen  Hörbereich  näher 
aneinander liegen (Recruitment). Die Amplitude evozierbarer otoakustischer Emissionen 
kann entweder abnehmen oder die Emissionen verschwinden ganz.  
Anhand  der  DPOAE-Amplituden  wurden  DPOAE-Schwellenkurven  der  C57Bl/6  und 
gleichaltriger  Kir6.2-KO  bestimmt.  Generell  traten  in  beiden  Stammlinien  die 
altersabhängigen Schwellenunterschiede in den ABR-Messungen früher auf als in den 
DPOAE-Messungen.  Die  Kir6.2-KO  zeigten  jedoch  eine  sich  deutlich  langsamer     Diskussion 
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entwickelnde Presbyakusis in den DPOAEs als die C57Bl/6, so wie das auch in den 
ABR-Schwellen zu erkennen war (Abb.4.2). Aufgrund der Tatsache, dass in den ABR-
Schwellen besonders im mittel- und hochfrequenten Bereich eine größere Verschiebung 
als in den DPOAEs auftrat, kann man den Rückschluss ziehen, dass, in Bezug auf die 
Presbyakusis, zu dem Verlust der OHC-Funktion zusätzlich eine Schädigung der IHCs 
oder  der  nachgeschalteten  Hörbahn  hinzukommt.  Im  Gegensatz  dazu  scheint  eine 
Beeinträchtigung  oder  gar  ein  Verlust  lediglich  der  OHCs  der  Hauptgrund  für  einen 
schallinduzierten  Hörverlust  zu  sein,  da  durch  ein  Schalltrauma  die  ABR- u n d  d i e  
DPOAE-Schwellen der C57Bl/6 gleichermaßen betroffen sind (Abb.4.3). Die Kir6.2-KO 
sind  resistenter  gegenüber  einem  Schalltrauma.  Weder  die  ABR- n o c h  d i e  D P O A E -
Schwellen  sind  nach  der  verwendeten  Beschallung  signifikant  schlechter.  Ganz  im 
Gegensatz  zu  den  gleichaltrigen  C57Bl/6.  Diese  erleiden  einen  massiven  Hörverlust 
nach der Beschallung. Jedoch gibt es hier keinen Unterschied zwischen den Schwellen, 
unabhängig  ob  sie m i t  A B R  o d e r  D P O A E  g e m e s s e n  w u r d e n ,  w a s  w i e d e r u m  
Rückschlüsse  darauf  zulässt,  dass  der  Schaden  verursacht  durch  die  Beschallung 
vornehmlich im Bereich der OHCs auftritt.  
Zusammenfassend  lässt  sich  festhalten,  dass  der  Hörverlust  bedingt  durch  ein 
Schalltrauma  vornehmlich  durch  den  Funktionsverlust  der  OHCs  begründet  ist.  Im 
Gegensatz dazu scheint es bei einem altersbedingten Hörverlust zusätzlichen zu dem 
Verlust  der  OHCs  auch  zu  einem  Schaden  der  IHCs  oder  der  nachgeschalteten 
Synapsen oder Nervenfasern zu kommen. KATP-Kanal defiziente Mäuse zeigen sowohl in 
den  ABR- a l s  a u c h  i n  d e n  D P O A E -Messungen  nur  eine  geringe  altersbedingte 
Schwellenanhebung. Das wäre ein weiterer Beleg dafür, dass die KATP-Kanäle sowohl in 
den  IHCs  als  auch  in  den  OHCs  exprimiert  werden  und  einen  Einfluss  auf 
altersabhängige neurodegenerative Prozesse nehmen. Gleiches gilt zumindest auch für 
die 8 Wochen alten Tiere nach einer Beschallung.  
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Abbildung 4.2:  Vergleich von ABR- und DPOAE-Schwellen in Bezug auf 
Presbyakusis. 
Zusätzlich  zu  den  ABR-Messungen  wurden  DPOAEs  bei  Kir6.2-KO  und  gleichaltrigen  C57Bl/6  in 
verschiedenen  Altersklassen  durchgeführt,  um  einen  Überblick  zu  bekommen,  welchen  Anteil  die 
IHCs und OHCs an altersbedingten und schallinduzierten Hörverlusten einnehmen. A, Ein deutlicher 
altersabhängiger Hörverlust war in den ABR-Schwellen der C57Bl/6 in den Altersklassen 8 (n=11) und 
32 Wochen (n=15) zu erkennen. B, Ein ähnliches Bild war in den DPOAE-Schwellen zu sehen. Auch 
hier zeigten die C57Bl/6 einen größeren Schwellenunterschied zwischen 8 und 32 Wochen. C, D, Im 
Gegensatz  dazu  zeigten  die  ABR- u n d  D P O A E -Schwellen  der  gleichaltrigen  Kir6.2-KO  nur  einen 
geringen altersabhängigen Hörverlust. Generell lässt sich jedoch sagen, dass die altersabhängigen 
Hörverluste  zuerst  und  deutlicher  in  den  ABR-Schwellen  zu  erkennen  waren,  was  Rückschlüsse 
darauf zulässt, dass zusätzlich zu einem Funktionsverlust der OHCs ein Schaden im Bereich der IHCs 
oder gar retrocochleär auftrat.  
 
Durch die Schallschadenprotektion der Kir6.2-KO, ersichtlich in beiden Messmethoden, 
wird deutlich, dass die KATP-Kanäle besonders in den OHCs auch einen Einfluss auf 
einen akuten Stressor haben. 
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Abbildung 4.3:  Vergleich von ABR- und DPOAE-Schwellen in Bezug auf einen 
schallinduzierten Hörverlust 
Der Vergleich der ABR- und der DPOAE-Schwellen der 8 Wochen alten C57Bl/6 (grau) zeigte, dass 
der permanente Hörverlust nach einem Schalltrauma hauptsächlich durch einen Verlust der OHCs zu 
begründen ist, weil die ABR-Schwellenverluste (A) kaum größer sind als die DPOAE-Verluste (B). Der 
Hörverlust  ist  in  den  ABR- u n d  D P O A E -Schwellen  gleichermaßen  stark  ausgeprägt.  Dagegen 
scheinen die Kir6.2-KO (schwarz) vor einem Schalltrauma geschützt zu sein. Sie zeigten in beiden 
Messverfahren nur eine ganz schwache Schwellenanhebung. 
 
Der unterschiedliche Anteil der IHCs und OHCs an einem alters- und schallinduzierten 
Hörverlust  könnte d a r a n  l i e g e n ,  d a s s  d i e  K ATP-Kanäle  in  den  beiden  verschiedenen 
Haarzelltypen aus unterschiedlichen Untereinheiten zusammengesetzt sind. Anhand der 
in vitro Elektrophysiologie konnte eindeutig belegt werden, dass der KATP-Kanal der IHCs 
aus Kir6.2/SUR1 zusammengesetzt ist, so wie in den β-Zellen des Pankreas oder in den 
Neuronen des Mittelhirns.  
 
 
4.10  Rolle des KATP-Kanals (Kir6.2/SUR1) im Innenohr 
 
Die  Kombination  Kir6.2/SUR1  spielt  in  dopaminergen  Neuronen  des  Mittelhirns  eine 
entscheidende Rolle bei langzeitigen neurodegenerativen Prozessen (Liss et al., 2005). 
Da die Kir6.2-KO vor einer Presbyakusis geschützt sind, und anhand der DPOAE-Daten 
der  C57Bl/6  gezeigt  werden  konnte,  dass  die  IHCs  einen  wesentlichen  Anteil  am 
altersbedingten Hörverlust haben, könnte der KATP-Kanal in den IHCs des Innenohrs eine 
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ähnliche Funktion einnehmen, wie in den Neuronen des Mittelhirns. Der therapeutische 
Effekt von Glibenclamid auf die Presbyakusis und den schallinduzierten Hörverlust der 
C57Bl/6  stellt  aber  einen  weiteren  Hinweis  auf  eine  unterschiedliche  KATP-Kanal-
Zusammensetzung in den inneren und äußeren Haarzellen des Innenohrs dar. Aufgrund 
von Bindungsstudien konnte belegt werden, dass Glibenclamid eine höhere Affinität für 
SUR1 hat als für SUR2. Dadurch, dass der protektive Effekt von Glibenclamid auf die 
Presbyakusis nicht dosisabhängig war und bereits bei einer niedrigen Dosierung (2,5mg) 
eine signifikante Protektion zu sehen war, lässt den Rückschluss auf die Kombination 
Kir6.2/SUR1  und  deren  Rolle  bei  altersbedingten  neurodegenerativen  Prozessen  im 
Innenohr  zu.  Da  ein  protektiver  Effekt  von  Glibenclamid  auf  einen  schallinduzierten 
Hörverlust  nur  durch  eine  hohe  Dosierung  (25 mg)  erzielt  werden  konnte,  und  der 
Hörverlust nach einer Beschallung vornehmlich im Bereich der OHCs auftritt, kann man 
annehmen,  dass  der  KATP-Kanal  in  den  OHCs  nicht  aus  Kir6.2/SUR1  sondern 
möglicherweise aus der Kombination Kir6.2/SUR2A besteht. Dennoch besteht auch die 
Möglichkeit,  dass  beide  Varianten,  Kir6.2/SUR1  und  Kir6.2/SUR2A,  in  den  OHCs 
exprimiert  werden.  Die  vorläufigen  Ergebnisse  der  molekularbiologischen 
Untersuchungen unterstützen diese Annahmen, da hier nur im Bereich der OHCs auch 
SUR2  detektiert  werden  konnte,  während  in  den  IHCs  scheinbar  lediglich  SUR1 
exprimiert wird. Die exakte KATP-Kanal-Zusammensetzung in den OHCs bleibt jedoch 
unklar. 
 
 
4.11  Retrocochleäre Prozesse 
 
Anhand  der  Ergebnisse  der  DPOAE-Messungen  und  deren  Vergleich  mit  den 
ABR-Schwellen  lässt  sich  sagen,  dass  es  bei  einem  Hörverlust  verursacht  durch  ein 
Schalltrauma s c h e i n b a r  k e i n e  r e t r o c o c h l e ä r e n  E i n f l ü s s e  g i b t .  D e r  H ö r v e r l u s t  i s t  
maßgeblich mit einer Beeinträchtigung der OHCs verbunden. Im Gegensatz dazu zeigen 
die  ABR-Schwellen  der  Presbyakusis-Studie,  dass  hier  ein  möglicher  retrocochleärer 
Anteil  zum  Hörverlust  beiträgt.  Deswegen  wurden  exemplarisch  die  Latenzen  und 
Amplituden verschiedener positiver oder negativer Spitzen in der ABR-Antwort auf einen 
Click  hin  untersucht.  Die  Zuordnung  der  einzelnen  Spitzen,  ob  negativ  oder  positiv, 
gestaltete sich recht schwierig und konnte nicht eindeutig geklärt werden. Selbst bei der 
Betrachtung des ersten prominenten negativen Ausschlags, der der Übertragung auf den 
Hörnerv zugeordnet wird, konnte keine schlüssige Auswertung durchgeführt werden. Vor     Diskussion 
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allem der Vergleich zwischen verschieden alten und unterschiedlich behandelten Tieren 
ergab  kein  aussagekräftiges  Ergebnis.  Es  wäre  sicherlich  interessant  sich  mit  dieser 
Thematik noch einmal  intensiver zu beschäftigen, zumal die Datensätze alle vorhanden 
sind.  Das  wichtige  dabei w ä r e ,  f ü r  a l l e  u n t e r s c h i e d l i c h e n  P a r a m e t e r  e i n  e i n h e i t l i c h e s  
Kriterium zu finden, nach dem die Latenzen und Amplituden bestimmt werden. Hilfreich 
bei der Auswertung eines möglichen zentralen Anteils an den gezeigten Effekten wäre, 
wenn man mit CAPs (compound action potentials) anstatt von ABRs ableiten würde, da 
man  somit  eine  exaktere  Signalantwort  generieren  und  Messungenauigkeiten  durch 
Schwankungen der Signale minimieren könnte. 
 
 
4.12  KATP-Kanäle in den IHCs des Innenohrs  
 
4.12.1 Ruhemembranpotential 
 
Unter  physiologischen  Bedingungen  zeigen  Kir-Kanäle  eine  große  Leitfähigkeit  für 
K
+-Ionen bei Potentialen, die negativer sind als das Kalium-Gleichgewichtspotential. Da 
Kir-Kanäle durch divalente Kationen oder andere Moleküle blockiert werden, wenn die 
Zelle depolarisiert wird, zeigen die Kir-Kanäle nur geringe Ströme, wenn das Potential 
Werte annimmt, die positiver sind als das Kalium-Gleichgewichtspotential (Nichols und 
Lopatin, 1997). Generell lässt sich sagen, dass Zellen mit einer hohen Kir-Leitfähigkeit 
auch ein Ruhemembranpotential haben, das nahe des Kaliumgleichgewichtspotentials 
liegt  (Hagiwara  und  Takahashi,  1974;  Miyazaki  et  al.,  1974).  So  zeigen β-Zellen des 
Pankreas bei niedrigen Glukose-Konzentrationen einen durch KATP-Kanäle getriebenen 
hohen  K
+-Ausstrom,  was  zu  einem  Ruhemembranpotential  von  etwa  -70  mV  führt 
(Ashcroft und Rorsman, 1989; Smith et al., 1990), vergleichbar zu den IHCs im Innenohr 
(-71  mV  in  den  vorliegenden  Daten).  Das  mittlere  Ruhemembranpotential  sowohl  für 
apikale als auch basale IHCs (Postnataltag 12) wird in der Literatur mit einem Wert von 
etwa -75 mV angegeben (Marcotti et al., 2003). Whole-Cell-Messungen von IHCs von 
Mäusen in einem Alter von Postnataltag 22 bis 32 zeigten ein Ruhemembranpotential 
von -72,4 ± 1,2 mV (Oliver et al., 2003). Die Daten der vorliegenden Arbeit ergaben ein 
mittleres  Ruhemembranpotential  von  -71  ± 4 , 7  m V  ( P o s t n a t a l t a g  1 1  b i s  4 7 ) .  D a m i t  
konnten  zum  einen  die  Daten  der  Literatur  bestätigt  werden,  zum  anderen  konnte 
gezeigt  werden,  dass  sich  das  Ruhemembranpotential  über  ein  Alter  von 
Postnataltag 32 nicht weiter verändert (Abb.4.4).  Diskussion     
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4.12.2 Zellgröße 
 
Die anhand der Kapazität bestimmte mittlere Zellgröße von 10,4 ± 2,0 pF geht einher mit 
Daten aus der Literatur. So wird beschrieben, dass die apikalen Haarzellen etwas größer 
sind  als  die  basalen.  Während  die  basalen  IHCs  im  Alter  von  Postnataltag  10  eine 
Kapazität  von  etwa  8,5 pF  aufweisen,  sind  die  apikalen  etwas  größer  und  erreichen 
einen Wert von etwa 10,5 pF bei Postnataltag 12 (Marcotti et al., 2003). Die relativ große 
Streuung von ± 2,0 pF bei einem Mittelwert von 10,4 pF könnte ein Indiz dafür sein, dass 
die ausgewerteten IHCs nicht nur aus der ganz apikalen Region der Basilarmembran 
stammten. Da sich die Präparation von nativen Haarzellen aus der ganz basalen Region 
der  Cochlea  allerdings  extrem  schwierig  gestaltet,  ist  davon  auszugehen,  dass  der 
Großteil  der  gemessenen  IHCs  eher  aus  dem  mittel- b i s  t i e f f r e q u e n t e n  B e r e i c h  d e r  
Basilarmembran stammten. Die mittlere Zellgröße der IHCs von 10,4 pF spiegelt das ja 
auch im Vergleich zu den Daten der apikalen IHCs der Literatur von 10,5 pF wider. Dass 
eher  wenig  IHCs  aus  dem  basalen,  hochfrequenten,  dem  von  der  Presbyakusis  am 
ehesten betroffenen Bereich der Cochlea gemessen wurden sondern mehr mittel- bis 
tieffrequente IHCs, spricht dafür, dass die Mechanismen, die zur Presbyakusis führen, 
über  den  gesamten  Frequenzbereich  gleich  sind,  obwohl  es  möglicherweise 
unterschiedliche  Ursachen  dafür  gibt,  die  in  der  Konsequenz  die  unterschiedliche 
Vulnerabilität der verschiedenen Frequenzbereiche bestimmen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.4:  Altersabhängige Entwicklung des Ruhemembranpotentials von IHCs 
A, Altersabhängiger Verlauf des Ruhemembranpotentials der IHCs aus der apikalen (Ac) und der 
basalen Region (Bc) der Cochlea, resultierend in einem Wert von etwa -75 mV bei Postnataltag 12 
(Marcotti et al., 2003). B, Das Ruhemembranpotential scheint sich mit zunehmendem Alter nicht mehr 
zu verändern. Die Daten der vorliegenden Arbeit ergaben ein mittleres Ruhemembranpotential der 
adulten IHCs von -71 ± 4,7 mV (Daten wie Abb.3.8). 
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4.12.3 Elektrophysiologische Eigenschaften von IHCs 
 
Für die elektrophysiologische Charakterisierung der IHCs von C57Bl/6 und Kir6.2-KO, 
sowie für den Nachweis der KATP-Kanäle in den Haarzellen des Innenohrs wurde die 
Patch-Clamp-Technik  verwendet.  Dabei  wurde  sich  auf  Messungen  von  IHCs  in  der 
sogenannten Whole-Cell-Konfiguration fokussiert. Der Nachteil dieser Methode ist zwar, 
dass man den Zellinhalt austauscht und nicht unter natürlichen Bedingungen misst, dies 
stellt  jedoch  zugleich  einen  großen  Vorteil  dar,  da  man  durch  die  fest  definierte 
Pipettenlösung immer konstant gleiche Messbedingungen herstellt. Mit der Whole-Cell-
Konfiguration misst man den Gesamtstrom über die komplette Zellmembran, es konnten 
folglich keine Einzelkanaluntersuchungen durchgeführt werden. 
Generell konnte kein offensichtlicher Unterschied zwischen den elektrophysiologischen 
Eigenschaften der IHCs der C57Bl/6 und der Kir6.2-KO, unter der Voraussetzung, dass 
Glukose und Mg-ATP in den Messlösungen vorhanden war und damit die KATP-Kanäle 
wohl geschlossen waren, festgestellt werden. Das lässt den Rückschluss zu, dass es 
durch das Fehlen der KATP-Kanäle in den IHCs der Kir6.2-KO zu keinen erkennbaren 
Veränderungen  in  der  Ionenkanalzusammensetzung  oder  ähnlichen 
Kompensationsmechanismen innerhalb der Zelle kam. Die protektiven in vivo Effekte in 
Bezug auf Presbyakusis und schallinduzierten Hörverlust entweder durch das Fehlen der 
KATP-Kanäle oder durch deren Blockade müssen folglich in direktem Zusammenhang mit 
dem KATP-Kanal an sich stehen und nicht mit möglichen Sekundärerscheinungen durch 
etwaige Veränderungen im Kir6.2-Knockout. 
Die  IHCs  der  Kir6.2-KO  und  der  C57Bl/6  zeigen  unter  allen  verwendeten 
Versuchsbedingungen ähnlich große stehende Auswärtsströme (Leckstrom ohne KATP-
Aktivierung) von etwa 150 - 170 pA. Durch den Austausch der zytosolischen Lösung mit 
der  ATP- u n d  g l u k o s e f r e i e n  P i p e t t e n l ö s u n g  w u r d e n  d i e  I H C s  d e r  C 5 7 B l / 6  e i n e m  
metabolischen  Stress  unterzogen  und  die  KATP-Kanäle  öffneten  sich,  was  in  einer 
massiven Zunahme des Auswärtsstroms zu sehen war. Es kam zu einem Öffnen der 
KATP-Kanäle, da das ATP/ADP-Verhältnis zu Gunsten von ADP sank. Als Kontrolle zu 
den IHCs der C57Bl/6 dienten IHCs der Kir6.2-KO. Diese zeigten keinerlei Veränderung 
der Auswärtsströme mit dem Auswaschen von ATP aus der Zelle. Auch KATP-Kanäle des 
β-Zelltyps  öffnen  sich  spontan,  wenn  ihre  zytoplasmatische  Seite  einer  ATP  freien 
Lösung ausgesetzt wird. Danach nimmt die Kanal-Aktivität im Laufe der Zeit wieder ab 
(„rundown“).  Durch  die  Gabe  von  Mg-ATP  kann  die  Kanal-Aktivität  wiederhergestellt 
werden  (Findlay  und  Dunne,  1986;  Bokvist  et  al.,  1991).  Das  berechnete Diskussion     
  110 
Umkehrpotential  der  Auswärtsströme  der  IHCs  unter  ATP- u n d  glukosefreien 
Messbedingungen  lag  mit  einem  Wert  von  -73,9  ± 5 , 2  m V  n a h e  d e s  K a l i u m -
Gleichgewichtspotentials  unter  den  experimentellen  Bedingungen  (-85,09  mV,  25  °C) 
und  bestätigt  somit,  dass  die  zusätzlich  zum  stehenden  Auswärtsstrom  vorhandenen 
Ströme K
+-Ströme sein müssen.  
In  adulten  IHCs  kommt  es  zwischen -80 und -40 mV zu einer Aktivierung der durch 
verschiedene K
+-Kanäle getriebenen K
+-Auswärtsströme (Marcotti et al., 2003; Kros und 
Crawford, 1990). Dabei konnte gezeigt werden, dass das Ruhemembranpotential  der 
IHCs hauptsächlich durch den KCNQ4-Kanal eingestellt wird (Oliver et al., 2003). Die 
maximalen  Auswärtsströme  der  einzelnen  K
+-Ströme  im  Bereich  von  -80  bis  -40  mV 
liegen  zwischen  1000  und  2000  pA  pro  Zelle  (Kros  und  Crawford,  1990).  Mit  dem 
Ergebnis,  dass  der  mittlere  maximale,  durch  KATP-Kanäle  bedingte  und  bei  -50  mV 
gemessene K
+-Auswärtsstrom bei 471,0 ± 99,4 pA lag, konnte gezeigt werden, dass der 
KATP-Strom  zwar  kleiner  ist  als  die  KCNQ4- o d e r  B K -Ströme  jedoch  keinen  ganz 
unerheblichen Anteil am Gesamtkaliumstrom der IHCs im Bereich von -80 bis -40 mV 
hat. 
Der Zusatz der Sulfonylharnstoffe Tolbutamid oder auch Glibenclamid in die Badlösung 
führte zu einer Blockade der K
+-Ströme der IHCs von C57Bl/6, was ein weiterer Beweis 
dafür ist, dass die gemessenen Auswärtsströme durch den KATP-Kanal getrieben wurden. 
Aufgrund  ihrer  unterschiedlichen  Affinität  zu  Glibenclamid  lassen  sich  die 
SUR-Untereinheiten  in  zwei  Klassen  einteilen.  SUR1  zeigt  eine  hohe  Affinität  für 
Sulfonylharnstoffe  und  wird  beispielsweise  in  den  β-Zellen  des  Pankreas  oder  in 
Neuronen  des  Mittelhirns  exprimiert.  Die  im  Herzen  vorhandene  Isoform  SUR2  hat 
dagegen eine niedrige Affinität für Sulfonylharnstoffe (Schmid-Antomarchi et al., 1987; 
Gaines et al., 1988). Zellen, die SUR2A und Kir6.2 exprimieren, haben KATP-Ströme, die 
weniger sensitiv für ATP oder Glibenclamid sind, als Zellen mit der Kombination Kir6.2 
und SUR1 (Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et al., 1996). Ein weiterer Unterschied 
zwischen SUR1 und SUR2 liegt in der Mutation einer Bindestelle für Tolbutamid. Durch 
diese veränderte Bindestelle der SUR2-Untereinheit ging die hohe Affinität von SUR1 für 
Tolbutamid verloren. Deswegen kann man anhand der verwendeten Konzentration von 
Tolbutamid bzw. Glibenclamid und der Reaktion der KATP-Kanäle einen Rückschluss auf 
die Kanalzusammensetzung ziehen. Der IC50 für Tolbutamid liegt für die Kombination 
Kir6.2/SUR1  bei  etwa  5  µmol/l,  für  die  Kombination  Kir6.2/SUR2A  jedoch  bei 
ca. 2 mmol/l (Gribble et al., 1998). Die Reversibilität des Blocks von KATP-Kanälen des 
Typs  SUR1  hängt  stark  von  der  Art  des  Sulfonylharnstoffs  ab  (Gribble  et  al.,  1998).     Diskussion 
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Sulfonylharnstoffe, die nur eine aktive Bindung mit dem KATP-Kanal eingehen, zeigen 
eine sehr schnell reversible Bindung, die im Bereich von etwa 30 s liegt. Dazu gehört 
unter  anderem  auch  Tolbutamid.  Andere  Sulfonylharnstoffe,  wie  beispielsweise 
Glibenclamid, gehen eine tatsächlich irreversible Bindung mit dem KATP-Kanal ein und 
führen zu einer dauerhaften Blockade. Aus diesem Grund wurde Glibenclamid auch in 
den  in  vivo S t u d i e n  a l s  T h e r a p e u t i k u m  v e r w e n d e t .  F o l g l i c h  w u r d e  a l s o  n i c h t  n u r  d i e  
Anwesenheit von funktionellen KATP-Kanälen im Innenohr elektrophysiologisch erbracht, 
aufgrund  der  verwendeten  Konzentrationen  von  Glibenclamid  (1  µM)  und  Tolbutamid 
(~25  µM)  könnte  man  annehmen,  dass  sich  der  KATP-Kanal  in  den  IHCs  aus  der 
Kombination  Kir6.2/SUR1  zusammensetzt.  Diese  Vermutung  konnte  durch  die 
pharmakologischen Experimente bestätigt werden. Die IHCs der C57Bl/6 konnten durch 
die  Gabe  des  SUR1  spezifischen  KATP-Kanal-Öffners  NN414  aktiviert  werden.  Diese 
Aktivierung  war  durch  einen  Anstieg  der  Auswärtsströme  charakterisiert  und  konnte 
durch die Applikation von Glibenclamid in die Badlösung inhibiert werden. 
Es  ist  erwiesen,  dass  die  Gesamtleitfähigkeit  von  β-Zellen  des  Pankreas  durch  den 
KATP-Kanal  dominiert  wird  (Ashcroft,  1988).  Standard-Whole-Cell-Messungen  von 
β-Zellen bei Raumtemperatur zeigten eine Leitfähigkeit von etwa 20 nS nachdem das 
ATP aus der Zelle ausgewaschen war (Rorsman und Trube, 1985). Die KATP-Kanäle der 
β-Zellen  des  Pankreas  weisen  eine  Einzelkanalleitfähigkeit  von  etwa  50  - 9 0  p S  a u f  
(Ashcroft, 1988). Da in dieser Arbeit nur im Whole-Cell-Modus gemessen wurde, kann 
keine Aussage über eine Einzelkanalleitfähigkeit der KATP-Kanäle im Innenohr getroffen 
werden. Die Gesamtleitfähigkeit der KATP-Kanäle in den adulten IHCs von C57Bl/6 ist mit 
knapp 22 nS vergleichbar zu der der β-Zellen des Pankreas. 
 
 
4.12.4 Expression der KATP-Kanäle während der Entwicklung im Innenohr 
 
Im Verlauf ihrer Entwicklung durchlaufen die IHCs eine ganze Reihe von Veränderungen 
in  der  Ionenkanal-Expression  und  ihrer  präsynaptischen  Funktion.  Daten  aus  der 
Literatur zeigen, dass die IHCs von Mäusen erst ab einem Alter von P20 in Bezug auf 
ihre Kalium-Leitfähigkeiten vollkommen ausgereift sind (Marcotti et al., 2003). Mit dem 
Einsetzen  des  Hörens  ab  einem  Alter  von  Postnataltag  10  bis  12  sind  die  afferente 
Innervation und die Ausreifung der Synapsen der IHCs abgeschlossen (Shnerson et al., 
1981).  Genau  zu  diesem  Zeitpunkt  verlieren  die  IHCs  auch  die  Eigenschaft  der 
Spontanaktivität.  Der  Grund  dafür  ist  eine  Veränderung  der  K
+-Ströme  innerhalb  der Diskussion     
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IHCs. Ab etwa Postnataltag 12 wird die Expression einer Reihe von K
+-Kanälen hoch- 
bzw.  herunterreguliert.  So  werden b e i s p i e l s w e i s e  d i e  C a
2+-aktivierten  K
+-Kanäle  mit 
großer Leitfähigkeit (BK) und die spannungsabhängigen K
+-Kanäle (KCNQ4) plötzlich in 
den  IHCs  exprimiert  (Kros  et  al.,  1998;  Marcotti  et  al.,  2003).  Durch  die  Daten  der 
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch die Expression des KATP-Kanals 
im Bereich von Postnataltag 10 bis 12 hochreguliert wird. Das Maximum wird jedoch 
nicht, wie in der Literatur beschrieben, mit Postnataltag 20 erreicht. Ein Plateau der KATP-
Kanal-Leitfähigkeit stellt sich erst ab einem Alter von etwa Postnataltag 30 ein. Diese 
Daten widersprechen den bisherigen Annahmen aus in vitro Patch-Clamp-Studien, dass 
die IHCs bereits mit Postnataltag 20 in Bezug auf ihre Kaliumleitfähigkeit ausgereift sind. 
Stattdessen  passt  die  Ausreifung  der  KATP-Kanal-Expression  eher  zu  den  in  vivo 
elektrophysiologischen  Untersuchungen,  bei  denen  festgestellt  wurde,  dass  das 
auditorische System etwa mit 4 Wochen ausgereift ist. 
 
 
4.13  KATP-Kanäle in den OHCs 
 
Innerhalb  der  OHCs  konnten  aus  zeitlichen  Gründen  in  dieser  Arbeit  keine 
umfangreichen  elektrophysiologischen  Untersuchungen  zur  Expression  und 
Charakterisierung von KATP-Kanälen durchgeführt werden. Die im Rahmen dieser Arbeit 
gemessenen OHCs hatten ein Ruhemembranpotential von -56 mV und bestätigen somit 
die in der Literatur beschriebenen Daten. Das Ruhemembranpotential der OHCs liegt mit 
-60mV in der Nähe der optimalen Spannung für die Elektromotilität von Prestin, ist damit 
aber  auch  noch  ausreichend  negativ,  um  den  K
+-Einstrom  für  eine  effiziente 
mechanoelektrische Transduktion zu gewährleisten (Patuzzi, 2011). Die wenigen in der 
Whole-Cell-Konfiguration gemessenen OHCs zeigten, vergleichbar zu den IHCs, einen 
sich  verändernden  Auswärtsstrom  mit  dem  Auswaschen  von  ATP  aus  der  Zelle.  Es 
spricht vieles dafür, dass diese Auswärtsströme auch hauptsächlich durch KATP-Kanäle 
getragen  werden.  Über  die  Kanalzusammensetzung  lassen  sich  anhand  der  in  vivo 
Studien nur Vermutungen anstellen. Die molekularbiologischen Untersuchungen könnten 
hier  einen  weiteren  Aufschluss  geben.  Zukünftig  muss  jedoch  auch  eine  ähnlich 
umfangreiche  elektrophysiologische  Charakterisierung  der  KATP-Kanäle  in  den  OHCs 
durchgeführt werden, wie es für die IHCs bereits geschehen ist.  
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4.14  Gibt es einen KATP-Kanal-Expressionsgradienten in den Haarzellen 
entlang der Basilarmembran? 
 
Aufgrund  der  unterschiedlichen  Vulnerabilität  und  verschiedener  Schädigungsmuster 
zwischen den hoch- und tieffrequenten Haarzellen, liegt der Verdacht nahe, dass die 
Haarzellen,  abhängig  von  ihrer  Lokalisation  in d e r  C o c h l e a ,  e i n e  u n t e r s c h i e d l i c h e  
molekulare Grundlage und somit Sensitivität besitzen. Ob auch die KATP-Kanäle in den 
Haarzellen der Cochlea in Bezug auf Expression und Kanalzusammensetzung einem 
Gradienten entlang der Basilarmembran unterliegen, kann hier nicht geklärt werden. Die 
unterschiedliche  Sensitivität  zwischen  dem  hoch- u n d  t i e f f r e q u e n t e n  B e r e i c h  d e r  
Cochlea  für  altersabhängige  neurodegenerative  Prozesse  könnte  dafür  sprechen.  Da 
während der Präparation zur Gewinnung der isolierten Haarzellen für die in vitro Patch-
Clamp-Messungen  kein  Unterschied  zwischen  dem  apikalen  und  basalen  Teil  der 
Basilarmembran gemacht wurde, kann man aufgrund dieser Daten nicht ausschließen, 
dass  es  einen  Gradienten  gibt.  Wegen  der  komplizierten  nativen  Präparation  des 
basalen,  hochfrequenten  Bereichs  ist  es  gut  möglich,  dass  nur  Haarzellen  aus  dem 
mittel- bis tieffrequenten Hörbereich in die Messungen eingegangen sind. Hier wäre es 
zukünftig  von  Vorteil,  bereits  während  der  Präparation  die  Basilarmembran  in  einen 
basalen,  einen  mittleren  und  einen  apikalen  Bereich  einzuteilen  und  die  Haarzellen 
separat  für  die  jeweiligen  drei  Teile  zu  untersuchen.  Damit  könnte  eine  exaktere 
Aussage  über  das  Expressionsmuster  der  KATP-Kanäle  entlang  der  Basilarmembran 
gemacht werden. Allerdings würde mit diesem Verfahren die bereits geringe Zahl der 
Haarzellen,  die  gemessen  werden  kann,  nochmals  deutlich  sinken.  Möglicherweise 
geben die Daten der molekularbiologischen Untersuchungen der Expression der KATP-
Kanäle  im  Innenohr  in  Zusammenarbeit  mit  der  Arbeitsgruppe  in  Ulm  weiteren 
Aufschluss über diese Thematik. Auch hier wurde sich bei den bisherigen Experimenten 
hauptsächlich auf den apikalen Teil der Cochlea beschränkt. 
Die Ursachen für die Unterschiede des hoch- und tieffrequenten Hörverlusts bei Säugern 
sind bisher nur wenig untersucht und verstanden. Einige Arbeiten haben sich mit dem 
Thema beschäftigt und entdeckt, dass scheinbar Gradienten in den Eigenschaften von 
Haarzellen entlang der tonotopischen Achse der Cochlea existieren. So vergrößert sich 
nicht nur die Länge der Stereozilien um das Sechsfache von der Basis zum Apex der 
Cochlea,  auch  die  Gesamtlänge  der  Haarzelle  nimmt  zu.  Des  Weiteren  wurden 
unterschiedliche  Ionenkanalzusammensetzungen  zwischen  dem  basalen  und  dem 
apikalen  Teil  der  Basilarmembran  gefunden.  Die  Arbeitsgruppe  um  Jutta  Engel  fand Diskussion     
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heraus,  dass  zwei  Klassen  von  unterschiedlichen  OHCs  entlang  der  tonotopischen 
Achse  der  Cochlea  existieren  (Engel  et  al.,  2006).  Während  die  OHCs  aus  dem 
tieffrequenten  Bereich  eine  frühe  Sensitivität  für  den  Verlust  des  L-Typ 
spannungsabhängigen  Ca
2+-Kanals  (Cav1.3)  aufweisen,  zeigen  die  OHCs  der 
hochfrequenten  Region  eine  fortschreitende  Anfälligkeit  für  den  Verlust  des  Ca
2+-
aktivierten K
+ (BK) Kanals. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Otoferlin, ein Ca
2+-
Sensor bei der Transmitterfreisetzung an den Synapsen der Haarzellen im Innenohr, 
lediglich  in  den  OHCs  des  tieffrequenten  Hörbereichs  exprimiert  wurde,  nicht  aber  in 
denen  des  hochfrequenten  Bereichs.  Als  Erweiterung  zu  den  vorrangig 
immunhistochemischen Experimenten der Arbeitsgruppe um Engel konnte kürzlich durch 
Whole-Cell-Messungen  an  OHCs  der  Ratte  gezeigt  werden,  dass  die  K
+-Ströme  der 
apikalen OHCs hauptsächlich durch die spannungsabhängigen K
+-Kanäle KCNQ4 nicht 
aber durch BK-Kanäle getragen werden. Im Gegensatz dazu wurden die K
+-Ströme der 
basalen, hochfrequenten OHCs zusätzlich zu dem KCNQ4-Anteil durch die BK-Kanäle 
bestimmt (Wersinger et al., 2010). 
TRP-Kanal defiziente Mäuse (TRPC3/TRPC6 KO-Mäuse) erleiden einen hochfrequenten 
Hörverlust, bei dem lediglich die basalen OHCs, nicht aber die apikalen, betroffen sind 
(Quick et al., 2012). Dies ist ein weiterer Beleg dafür, dass es einen unterschiedlichen 
Gradienten  an  Ionenkanalzusammensetzungen  innerhalb  der  Haarzellen  entlang  der 
Basilarmembran geben könnte. Bisher sind keine Unterschiede in den Amplituden der 
K
+-Ströme  zwischen  basalen  und  apikalen  IHCs  gefunden  worden.  Es  wird  zwar 
behauptet,  dass  es  analog  zu  den  OHCs  auch  in  den  IHCs  einen  tonotopischen 
Gradienten  für  BK-Kanäle  gibt,  diese  Aussage  konnte  bisher  jedoch  nicht  quantitativ 
bestätigt werden (Wersinger et al., 2010). Für unausgereifte IHCs konnte ein, abhängig 
von  der  Lokalisation  innerhalb  der  Cochlea,  unterschiedliches  spontanes 
Entladungsmuster festgestellt werden (Johnson et al., 2011). Dabei zeigten apikale IHCs 
eher ein Burst-Muster, basale IHCs dagegen ein mehr reguläres Entladungsmuster mit 
einer  höheren  mittleren  Frequenz.  Dieser  tonotopische  Unterschied  der  IHC-Aktivität 
während  der  ersten  postnatalen  Woche  könnte  für  die  Ausreifung  der  auditorischen 
neuronalen Schaltkreise im Hirnstamm von Bedeutung sein.  
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4.15  Effekt von Sulfonylharnstoffen auf Presbyakusis und Schalltrauma 
 
4.15.1 Kontrollbehandlung 
 
In einer Studie, in der der Effekt von Sulfonylharnstoffen auf die Glukosetoleranz und 
den Blutglukosespiegel in vivo getestet wurde, wurden C57Bl/6-Mäusen ebenfalls Pellets 
mit verschiedenen Konzentrationen an Glibenclamid implantiert (Remedi und Nichols, 
2008). Als Kontrolle dienten zusätzlich Kir6.2-KO-Mäuse. Die C57Bl/6, die mit 2,5 mg 
oder  25  mg  Pellets  implantiert  wurden,  zeigten  nach  einigen  Tagen  vergleichbare 
Blutglukose-Werte  zu  den  Kir6.2-KO.  Ferner  gab  es  keine  Unterschiede  zwischen 
C57Bl/6- und Kir6.2-KO-Mäusen, die entweder mit einem Placebo-Pellet oder mit einem 
Glibenclamid-Pellet behandelt wurden. Dies zeigt, dass die Pellet-Implantation, vor allem 
die  Glibenclamid-Behandlung,  in  den  Kir6.2-KO  keinen  weiteren  Effekt  hervorrief.  Mit 
dem Wissen dieser Studie, dass eine systemische Glibenclamid-Gabe in den Kir6.2-KO 
keine Wirkung bzw. Nebenwirkung in den β-Zellen des Pankreas verursachte, wurde in 
der vorliegenden Arbeit auf eine Implantation von Pellets bei Kir6.2-KO verzichtet. Eine 
legitime  Kontrolle  zu  der  Glibenclamid-Behandlung der C57Bl/6 und deren möglichen 
therapeutischen Effekt auf die Presbyakusis und den schallinduzierten Hörverlust stellen 
die  Placebo-Pellets  dar.  ABR-Schwellen  von  völlig  unbehandelten  C57Bl/6  und 
gleichaltrigen, Placebo behandelten C57Bl/6 zeigten keine Unterschiede (Abb.4.5A).  
 
 
4.15.2 Protektion vor Presbyakusis und Schalltrauma 
 
Die  systemische  Behandlung  von  C57Bl/6  mit  Glibenclamid  ergab  sowohl  einen 
signifikant  protektiven  Effekt  auf  die  Entwicklung  einer  Presbyakusis  als  auch  eine 
deutliche  Protektion  auf  einen  schallinduzierten  Hörverlust.  Begann  die  Glibenclamid-
Behandlung der C57Bl/6 ab einem adulten Alter (8 Wochen), so konnte ein protektiver 
Effekt  von  etwa  25  dB  besonders  im  hochfrequenten  Hörbereich  erzielt  werden,  der 
oberhalb  von  2,5  mg  unabhängig  von  der  Dosis  war.  Dieser  Schutz  vor  einem 
altersbedingten Hörverlust geht, wie die ausgewerteten Cochleogramme zeigen, einher 
mit einer echten Haarzellprotektion vor Zelltod sowohl im Bereich der IHCs als auch der 
OHCs. Dies ist zusätzlich noch ein Indiz dafür, dass der protektive Effekt, verursacht 
durch die systemisch Gabe von Glibenclamid, tatsächlich im Innenohr vonstatten ging. 
Der  Vergleich  zwischen  den  ABR-Schwellen  von  mit  Placebo-Pellets  behandelten Diskussion     
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C57Bl/6  mit  völlig  unbehandelten,  gleichaltrigen  C57Bl/6  zeigt  nicht  nur,  dass  die 
Trägersubstanz der Pellets an sich keine Auswirkung auf das Hörvermögen der Tiere 
hatte (beide Gruppen weisen sehr ähnliche Audiogramme auf; Abb.4.5A), es zeigt auch, 
dass  es  sich  bei  den  ABR-Schwellen  der  Glibenclamid-Gruppe  um  einen  echten 
protektiven  Effekt  durch  den  Sulfonylharnstoff  Glibenclamid  handelte.  Mit  diesem 
experimentellen Design konnte jedoch nicht die Größenordnung des protektiven Effekts 
bei den globalen Kir6.2-Knockouts in Bezug auf den Schutz vor einem altersbedingten 
Hörverlust nachgeahmt werden. Die Versuchsreihe mit der hohen Dosierung (25 mg) 
musste  zu  einem  recht  frühen  Zeitraum  (12  Wochen  nach  der  Pellet-Implantation) 
abgebrochen werden, da sich die Mäuse, bei dem Versuch die Pellets herauszufressen, 
gegenseitig  schwere  Bissverletzungen  zufügten  und  somit  getötet  werden  mussten. 
Dadurch wurde die Anzahl der Tiere pro Gruppe massiv reduziert. Dennoch konnte bis 
zu diesem Zeitpunkt kein Unterschied zu der Versuchreihe mit der niedrigen Wirkmenge 
(2,5 mg) festgestellt werden.  
 
 
4.15.3 Entwicklungsabhängigkeit des protektiven Effekts 
 
Da die Protektion also keine Dosisabhängigkeit zeigte, wurde anschließend getestet, ob 
ein größerer Effekt erzielt werden konnte, indem man den Startpunkt der Behandlung 
möglichst weit nach vorne legte, sodass man mit der Behandlung in die Entwicklung des 
auditorischen Systems eingreifen konnte. Der frühest mögliche Zeitpunkt, zu dem die 
Behandlung  begonnen  werden  konnte,  war  der  Postnataltag  4.  Da  das  Institut  keine 
Genehmigung  hatte,  in  den  eigenen  Laborräumen  zu  züchten  und  Charles  River  die 
Jungtiere mit Ammen nicht früher verschickte, konnte mit der Behandlung zu keinem 
früheren Zeitpunkt begonnen werden. Andernfalls hätte eventuell noch die Möglichkeit 
bestanden selbst zu züchten und in utero zu behandeln, indem man bereits die Mutter 
während der Tragezeit mit Glibenclamid versorgt hätte. Dennoch, mit der Behandlung ab 
Postnataltag 4 lag man durchaus in einem Zeitraum, in dem die Haarzellen noch lange 
nicht ausgereift sind und man durch die Glibenclamid-Behandlung einen Einfluss auf die 
Ausreifung der IHCs nehmen konnte. Expressionsstudien von K
+-Kanälen, inklusive der 
KATP-Kanäle,  zeigen,  dass  im  Alter  von  Postnataltag  10  bis  12  für  die  Hörfunktion 
entscheidende  K
+-Ströme  erst  aktiviert  und  hochreguliert  werden.  Mit  der  frühen 
Behandlung  sollte  man  dem  Zustand  des  systemischen  Kir6.2-Knockouts  näher 
kommen. Und in der Tat, durch die deutlich frühere Behandlung mit Glibenclamid konnte     Diskussion 
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auch  ein  größerer  protektiver  Effekt  erzielt  werden,  der  dazu  führte,  dass  die 
Audiogramme der Glibenclamid-Tiere nun wesentlich näher an den ABR-Schwellen der 
gleichaltrigen Kir6.2-KO lagen (Abb.4.5B). Die Größenordnung der Protektion konnte mit 
diesem experimentellen Design auf fast 35 dB gesteigert werden. Durch die Blockade 
der KATP-Kanäle bereits während der Entwicklung des Gehörs war es möglich, einen, 
dem der Kir6.2-KO recht ähnlichen, protektiven Effekt vor altersbedingtem Hörverlust zu 
erzielen.  Der  Zeitpunkt  der  Glibenclamid-Gabe  scheint  in  Bezug  auf  eine  verzögerte 
Presbyakusis folglich einen wesentlicheren Faktor einzunehmen als die Konzentration 
des Wirkstoffs, solange man sich hier im gesättigten Bereich befindet. Dennoch bleibt 
festzuhalten,  dass  selbst  mit  einer  Glibenclamid-Behandlung  im  adulten  Organismus 
eine signifikante Protektion vor einem altersbedingten Hörverlust zu erzielen war.  
 
 
4.15.4 Placebo-Effekte 
 
Der  leichte  aber  signifikante  Schwellenunterschied  zwischen  den  Placebo-Tieren  und 
den Glibenclamid-Tieren nach der Injektionsphase in einem Alter von P21 lässt sich nur 
schwer erklären. Die Placebo-Tiere haben besonders im mittleren Frequenzbereich eine 
Schwellenanhebung  von  5  bis  6  dB.  Vergleicht  man  die  beiden  Audiogramme  mit 
gleichaltrigen  noch  völlig  unbehandelten  C57Bl/6  so  ist  zu  erkennen, d a s s  d i e  
Glibenclamid-Tiere  scheinbar  unveränderte  Schwellen  aufweisen,  da  deren 
Audiogramme fast identisch zu denen der unbehandelten Kontrollen sind (Abb.4.5C). 
Die graue Kurve in Abbildung 4.5C repräsentiert die Audiogramme der C57Bl/6, deren 
Behandlung im Alter von P20/P21 begann. Die ABR-Schwellen wurden vor der Pellet-
Implantation aufgezeichnet. Eine mögliche Erklärung für den Unterschied könnte sein, 
dass  die  Placebo- u n d  G l i b e n c l a m i d -Mäuse  in  dem  Zeitraum  von  Postnataltag  4  bis 
Postnataltag 21 durch das tägliche Handling und die Injektionen gestresst waren und 
das Glibenclamid eine durch den Stress verursachte Hörbeeinträchtigung kompensierte, 
da  diese  Gruppe  völlig  normale  Audiogramme  aufwies,  vergleichbar  mit  den  völlig 
unbehandelten (nicht gestressten) C57Bl/6. 
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4.15.5 Protektion vor Schalltrauma 
 
Neben dem protektiven Effekt von Glibenclamid auf einen altersabhängigen Hörverlust 
konnte  in  dieser  Arbeit  auch  gezeigt  werden,  dass  die  systemische  Gabe  des 
Sulfonylharnstoffs vor einem Schalltrauma schützt. Aufgrund der Tatsache, dass gezeigt 
werden  konnte,  dass  wenige  Tage  der in  vivo G l i b e n c l a m i d -Behandlung  ausreichend 
waren, um eine partielle bzw. komplette Blockade der KATP-Ströme zu erzielen (Abb.3.20 
und Abb.3.21), war der Abstand von 2 Wochen zwischen Behandlung und Beschallung 
in den Schalltrauma-Experimenten absolut ausreichend. Es konnte gezeigt werden, dass 
sich  die  Protektion  erst  mit  einer  Erhöhung  der  Dosierung  von  2,5  mg  auf  25  mg 
einstellte. Die ABR-Schwellen waren besonders im mittleren Frequenzbereich um bis zu 
13  dB  niedriger,  wenn  die  Tiere  mit  Glibenclamid  (25  mg)  behandelt  wurden. 
Möglicherweise lässt dies einen Rückschluss auf die KATP-Kanal-Zusammensetzung in 
den  OHCs,  die  zum  größten  Teil  zu  den  Schwellenanhebungen  nach  einem 
Schalltrauma beitragen, zu. Die benötigte höhere Dosierung von 25 mg Glibenclamid 
spricht eher für die KATP-Kanal-Zusammensetzung Kir6.2/SUR2A in den OHCs, da SUR2 
deutlich weniger sensitiv für Sulfonylharnstoffe ist als SUR1 und man deswegen eine 
höhere Glibenclamid-Menge benötigt, um die entsprechende Anzahl an KATP-Kanälen zu 
blockieren. Unglücklicherweise konnten zu den elektrophysiologischen Untersuchungen 
nach dem Schalltrauma keine Cochleogramme angefertigt werden.  
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Abbildung 4.5:  Einordnung des therapeutischen Effekts von Glibenclamid in bereits 
vorhandene Daten 
A,  Vergleicht  man  das  Audiogramm  der  Placebo-Gruppe  (gestrichelt)  mit  dem  von  völlig 
unbehandelten, gleichaltrigen C57Bl/6 (grau), so sieht man keinen Unterschied zwischen den beiden 
Gruppen. Das Placebo-Pellet scheint folglich keine weiteren Nebenwirkungen auf das Hörvermögen 
der Mäuse gehabt zu haben. Dies ist zusätzlich ein Beweis für einen echten, therapeutischen Effekt 
von Glibenclamid (2,5 mg) auf die Presbyakusis. B, Durch die Verschiebung des Behandlungsbeginns 
mit Glibenclamid auf Postnataltag 4 konnte ein dem systemischen Kir6.2-KO (grau) vergleichbarer 
protektiver Effekt auf die Presbyakusis erzielt werden. Besonders im tieffrequenten Bereich bis 8 kHz 
sind die Audiogramme der Glibenclamid-Tiere und die der Kir6.2-KO identisch. Im hochfrequenten 
Bereich ist zwar noch ein Unterschied zu erkennen, dieser ist jedoch nicht mehr so groß, wie bei den 
zuvor getesteten experimentellen Designs. C, Der Vergleich der ABR-Schwellen der Glibenclamid-
Tiere mit Audiogrammen von völlig unbehandelten C57Bl/6 (grau) im Alter von Postnataltag 21 zeigt, 
dass möglicherweise die Gabe von Glibenclamid den Stress kompensieren konnte, dem die Tiere 
eventuell durch das tägliche Handling unterzogen waren. Die Placebo-Tiere zeigten im Vergleich zu 
völlig unbehandelten Tieren gerade im mittleren Frequenzbereich eine leichte Schwellenanhebung. 
 
B 
C 
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4.15.6 Entwicklungsabhängiger  Effekt  der  Glibenclamid-Behandlung  auf  die 
Haarzellen 
 
Da die Whole-Cell-Messungen der IHCs von Kir6.2-KO und C57Bl/6 keine auffälligen 
Unterschiede in Bezug auf ihre grundlegende Charakterisierung aufwiesen, bleibt unklar, 
in  welcher  Weise  das  systemisch  applizierte  Glibenclamid  einen  Einfluss  auf  die 
Entwicklung  und  Ausreifung  der  IHCs  nimmt.  Möglicherweise  kommt  es  durch  die 
Blockade  der  KATP-Kanäle  während  der  Entwicklung  zu  einem  veränderten 
Expressionsmuster  bestimmter  Gene,  was  letztendlich  Auswirkungen  auf  den 
Transduktionsprozess  innerhalb  der  Haarzelle  hat  oder  zu  Veränderungen  an  der 
synaptischen  Übertragung  führt,  beispielsweise  durch  eine  anders  organisierte 
Ionenkanalzusammensetzung eventuell von Ca
2+-Kanälen.  
Es  bestehen  keine  Zweifel  daran,  dass  das  systemisch  verabreichte  Glibenclamid 
tatsächlich  im  Innenohr  der  C57Bl/6  ankam  und  die  KATP-Kanäle  der  Haarzellen 
blockierte. Whole-Cell-Messungen der IHCs von einigen Tagen zuvor mit Glibenclamid-
Pellets versehenen C57Bl/6 zeigten eine teilweise Blockade in der Größenordnung von 
bis zu zwei Drittel der gewöhnlichen KATP-Ströme bei der niedrigen Dosierung (2,5 mg) 
und  einer  kompletten  Blockade  der  KATP-Ströme  durch  die  Gabe  der  hohen 
Wirkmenge (25 mg). Der dosisunabhängige therapeutische Effekt von Glibenclamid auf 
die Presbyakusis unterstützt die Annahme, dass in den IHCs SUR1 exprimiert wird. Es 
zeigt aber auch, dass KATP-Kanäle in den OHCs eventuell aus beiden SUR-Isoformen 
zusammengesetzt  werden  könnten.  Dass  eine  hohe  Konzentration  nötig  war,  um 
vornehmlich  die  OHCs  vor  einem  Schallschaden  zu  schützen,  spricht,  mit  dem 
Hintergrundwissen, dass SUR2 weniger sensitiv für Glibenclamid ist als SUR1, dafür, 
dass  es  sich  bei  den  KATP-Kanälen  in  den  OHCs  um  die  Zusammensetzung 
Kir6.2/SUR2A handeln könnte. 
In  einem  aktuellen  Review  wird  das  jüngste  Verständnis  des  Wirkungsprinzips  von 
Sulfonylharnstoffen  in  den  β-Zellen  des  Pankreas  bei  der  Behandlung  von  Typ  II 
Diabetes mellitus detailliert beschrieben. Dabei wird klar, dass für den vollen Effekt der 
Insulinfreisetzung die Sulfonylharnstoffe nicht nur die K ATP-Kanäle blockieren müssen, 
sie  müssen  zusätzlich  Epac2  (exchange  protein  activated  by  cAMP  2;  Seino  und 
Shibasaki, 2005; Zhang et al., 2009) aktivieren. Epac vermittelt eine von Proteinkinase A 
(PKA) unabhängige Signaltransduktion und wird durch den sekundären Botenstoff cAMP 
aktiviert.  Es  wird  unter  anderem  in  der  Niere,  Pankreas  und  Teilen  des  Gehirns 
exprimiert (de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998). Die Expression und eventuelle     Diskussion 
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Funktion von Epac im Innenohr sind noch völlig unbeschrieben. Es wäre jedoch möglich, 
dass  der  in  der  vorliegenden  Arbeit  beschriebene  therapeutische  Effekt  von 
Glibenclamid  nicht  direkt  mit  der  Inhibition  der  KATP-Kanäle  in  den  Haarzellen 
zusammenhängt.  Es  ist  vorstellbar,  dass  das  Glibenclamid  die  Epac  aktivierte  und 
dadurch eine zellprotektive Kaskade in Gang gesetzt wurde. Wie diese ablaufen könnte, 
bleibt erst einmal unklar. Jedoch wird die Aktivierung von Epac bisher stets mit einem 
Anstieg neuronaler Erregbarkeit und einer damit verbundenen erhöhten Freisetzung von 
Neurotransmittern an Synapsen in Verbindung gebracht (Laurent et al., 2012). Diese 
Befunde  würden  wiederum  gegen  Epac  als  Wirkort  der  Sulfonylharnstoffe  bei  deren 
therapeutischen  Effekten  im  Innenohr  sprechen,  sofern  die  Zellen  auf  die  erhöhte 
Transmitterfreisetzung nicht mit einem adaptiven Prozess reagieren würden, indem sie 
möglicherweise die höhere Erregbarkeit bzw. Transmitterfreisetzung zurückkoppeln und 
damit die Reizempfindlichkeit beeinflussen können. Bevor darüber weiter spekuliert wird, 
müsste zuerst überhaupt der Nachweis von Epac im Innenohr, beispielsweise durch eine 
immunhistochemische Färbung, erbracht werden. 
 
 
4.15.7 Protektion vor Presbyakusis 
 
Wenn  in  der  Literatur  von  protektiven  Effekten  einer  Substanz a u f  e i n e n  H ö r v e r l u s t  
berichtet  wird,  dann  handelt  es  sich  in  der  Regel  um  protektive  Effekte  auf  einen 
schallinduzierten Hörverlust. Es gibt so gut wie keine Studie, die belegen kann, dass 
eine Substanz einen positiven Effekt auf einen altersbedingten Hörverlust zeigt. Kürzlich 
konnte  in  einer  Studie  gezeigt  werden,  dass  die  Gabe  von  Dexamethason  einen 
protektiven  Effekt  auf  ein  ototoxisches  Trauma  bei  Mäusen  mit  altersabhängigem 
Hörverlust hat (Parham, 2011). Die Größenordnung, von der hier berichtet wird, lag bei 
knapp unter 10 dB. Dagegen gibt es eine ganze Fülle von Studien, die berichten, dass 
bestimmte Substanzen einen protektiven Effekt auf einen schallinduzierten Hörverlust 
haben. So führt beispielsweise die in vivo Gabe von Ferulasäure zu einer Protektion von 
etwa 25 dB vor einem Schalltrauma bei Meerschweinchen (Fetoni et al., 2010). In Ratten 
konnte gezeigt werden, dass die Gabe des NMDA-Antagonisten MK-801 eine Protektion 
vor einem Schallschaden von im Mittel 10 - 15 dB erzeugte (Chen et al., 2001). In einer 
weiteren  Studie  konnte  gezeigt  werden,  dass  Trimethadion,  ein  T-Typ 
Ca
2+-Kanal-Blocker, den PTS in C57Bl/6 um 10 - 20 dB reduzierte (Shen et al., 2007). 
Die Größenordnung des therapeutischen Effekts von Glibenclamid auf ein Schalltrauma Diskussion     
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von  bis  zu  13  dB  im  mittleren  Frequenzbereich  ist  vergleichbar  zu  den  Daten  aus 
anderen, ähnlich aufgebauten Studien der Literatur. Mit dem außerordentlich langfristig 
ausgelegten und umfangreichen experimentellen Aufbau der Studien der vorliegenden 
Arbeit zum therapeutischen Effekt von Sulfonylharnstoffen kann erstmals ein protektiver 
Effekt einer Substanz auf einen altersabhängigen Hörverlust in der Größenordnung von 
30 dB beschrieben werden. 
 
 
4.16  Therapeutische Applikationsformen von Sulfonylharnstoffen 
 
Um  Innenohrschwerhörigkeiten  beim  Menschen  zu  behandeln,  werden  zur  Zeit  fast 
exklusiv  Hörgeräte  oder  Cochlea-Implantate  verwendet.  Gerade  in  Bezug  auf 
schallinduzierte  oder  ototoxische  Hörstörungen  gibt  es  jedoch  zunehmend 
Therapieansätze.  Es  existiert  eine  Reihe v o n  B e h a n d l u n g e n  m i t  W i r k s t o f f e n ,  w e l c h e  
allerdings in der Regel Sekundäreffekte zeigen und die Problematik mit sich bringen, 
dass viele Substanzen die Blut-Cochlea-Schranke nicht passieren können und folglich 
bei  systemischer  Verabreichung  nicht  in  das  Innenohr  gelangen.  Um  den 
Wirkungsbereich der Therapie von Hörstörungen auf das Innenohr zu begrenzen und 
damit den therapeutischen Effekt zu optimieren, muss man auf alternative Strategien, 
wie  die  lokale  Applikation,  zurückgreifen.  Dabei  ist  die  Rede  entweder  von 
intratympanischer  oder  intracochleärer  Applikation.  Während  bei  der  intracochleären 
Applikation  die  Substanzen  direkt  in  das  Innenohr  injiziert  werden,  wird  bei  der 
intratympanischen  Behandlung  ein  Medikamentendepot  im  Mittelohr  platziert  und  die 
Substanzen müssen über das runde Fenster in das Innenohr diffundieren. Doch auch 
diese  Methoden  bergen  einige  Komplikationen.  Aufgrund  des  limitierten  Platzes  für 
Medikamentendepots  im  Mittelohr,  bleibt  die  Langzeitbehandlung  nach  wie  vor  eine 
Herausforderung. Die Substanzen müssen über das runde Fenster oder die knöcherne 
Wand des Labyrinths in das Innenohr gelangen. Dabei entstehen komplexe Dynamiken 
bezüglich der Medikamentenverteilung im Innenohr, oftmals entlang der baso-apikalen 
Achse der Cochlea. Letztendlich bleibt es schwierig, die exakte Dosierung einzustellen. 
Injiziert  man  die  Substanzen  über  Katheter- b z w .  P u m p e n s y s t e m e  d i r e k t  i n  d a s  
Innenohr, kann man das Konzentrationsproblem zwar lösen, durch den invasiven Eingriff 
und  die  Veränderung  der  Innenohrhomöostase  kann  es  allerdings  direkt  zu  weiteren 
Hörminderungen kommen. Eine weitere vielversprechende, denkbare Applikationsform,     Diskussion 
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wäre eine Kombination aus Cochlea-Implantat und therapeutischer Substanz, z.B. über 
beschichtete oder beladene Elektroden. 
Je nach Applikationsform muss man die Wahl der therapeutischen Substanz, in diesem 
Fall  des  Sulfonylharnstoffs,  überdenken.  Glibenclamid,  welches  in  der  Regel  bei 
Diabetes Typ II verabreicht wird, wirkt sowohl an SUR1 als auch an SUR2A. Um bei 
systemischer  Gabe  Kreuzreaktionen  in  anderen  Geweben  vorzubeugen,  wäre  es 
sinnvoll,  mit  SUR1  spezifischen  Sulfonylharnstoffen,  z.B.  Tolbutamid,  zu  therapieren. 
Durch die Gabe von Glibenclamid könnte sonst die KATP-Kanal-Funktion beispielsweise 
im  Herz  (SUR2A)  beeinträchtigt  werden.  Es  konnte  in  Maus-Studien gezeigt werden, 
dass abhängig von der Konzentration, Sulfonylharnstoffe die Bluthirnschranke passieren 
können (Clark et al., 2010). Durch die systemische Applikation von Glibenclamid und 
dessen  therapeutischen  Effekt  bei  Altersschwerhörigkeit  und  schallinduzierten 
Hörverlusten  konnte  in  der  vorliegenden  Arbeit  nachgewiesen  werden,  dass 
Sulfonylharnstoffe auch die Blut-Labyrinth-Schranke passieren können. In vitro Patch-
Clamp-Messungen  von  isolierten  IHCs  von  C57Bl/6,  die  zuvor  über  mehrere  Tage 
systemisch  mit  Glibenclamid  behandelt  wurden,  zeigten  eine  teilweise  Blockade  der 
KATP-Ströme und dienen als Nachweis für die tatsächliche Wirkung von Glibenclamid im 
Innenohr. Wie bereits diskutiert, könnten mögliche Nebenwirkungen, verursacht durch 
die  systemische  Gabe  von  Glibenclamid,  durch  die  Verwendung  eines  SUR1 
spezifischen Sulfonylharnstoffs verringert werden.  
 
 
4.17  Hörverlust und Diabetes 
 
Lange  Zeit  wurde  der  Zusammenhang  zwischen  Diabetes  mellitus  und  einem  damit 
verbundenen  Hörverlust  in  der  Literatur  kontrovers  diskutiert  (Maia  und  de  Campos, 
2005).  Es  gab  keine  eindeutigen  Hinweise  auf  einen  kausalen  Zusammenhang  von 
Diabetes  mellitus  und  dem  mit  diesem  Krankheitsverlauf  möglicherweise 
einhergehenden Hörverlust. Andere Risikofaktoren für einen Hörverlust, wie z.B. Alter, 
Lärm  oder  ototoxische  Medikation  erschweren  es,  die  Assoziation  von  Diabetes  und 
Hörverlust zu bestätigen (Cruickshanks et al,. 2003; Axelsson et al., 1978). Eine Reihe 
von  klinischen  Studien  zeigte,  dass  es  eine  Korrelation  zwischen  der  Diabetes  und 
einem Hörverlust gibt. So zeigten Erwachsene mit Diabetes ein zweifach höheres Risiko 
einen Hörverlust zu erleiden als Erwachsene ohne Diabetes (Bainbridge et al., 2008; 
Vaughan  et  al.,  2006).  Die  Korrelation  von  Diabetes  und  Hörschäden  scheint  bei Diskussion     
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jüngeren Menschen stärker ausgeprägt zu sein. Die Verbreitung von Hörminderungen 
bei  Diabetespatienten  war  größer,  wenn  die  Betroffenen  jünger  als  60  Jahre  waren. 
Außerdem tritt der Hörverlust bilateral und vornehmlich in den hohen Frequenzen auf. 
Andere  klinische  Studien,  mit  zum  Teil  mehr  Probanden  und  umfangreicheren 
Untersuchungen,  konnten  diesen  Zusammenhang  jedoch  nicht  identifizieren.  Das 
Problem vieler Untersuchungen ist, dass die Studien zu klein sind, um die Ergebnisse 
generell  auf  alle  Diabetespatienten  beziehen  zu  können.  Oftmals  fehlen  wichtige 
Informationen, wie beispielsweise der Beginn oder der Verlauf der Hörbeeinträchtigung 
bei einzelnen Patienten (Chasens et al., 2010). Aktuelle Studien belegen mittlerweile, 
dass Diabetes-Patienten einem größeren Risiko ausgesetzt sind, einen sensorineuralen 
Hörverlust zu erleiden. Das Risiko, einen Hörverlust zu erleiden, steigt nicht nur mit dem 
Schweregrad  der  Diabetes,  es  scheint  auch  an  Begleiterkrankungen,  wie  koronare 
Herzerkrankungen  oder  Retinopathien,  gekoppelt  zu  sein  (Lin  et  al.,  2012).  Des 
Weiteren  belegen  diese  Studien,  dass  es  eine  höhere  Prävalenz  für 
Hörbeeinträchtigungen  bei  Diabetes-Patienten  unabhängig  von  deren  Alter  gibt 
(Horikawa et al., 2012). 
Es  sind  jedoch  keine  Studien  bekannt  bei  denen  das  Hörvermögen  vor  einer 
Glibenclamid-Behandlung  und  im  weiteren  Verlauf  nach  der  Behandlung  verglichen 
wurde,  auch  nicht  zwischen  Patienten,  die  mit  Glibenclamid  behandelt  wurden  und 
anderen, die eine alternative Medikation erhielten. Es wäre interessant zu erfahren, ob 
der protektive Effekt von Glibenclamid auf die Presbyakusis und den schallinduzierten 
Hörverlust, wie es in der vorliegenden Arbeit bei Mäusen beschrieben wurde, auch beim 
Menschen vorhanden ist. In der Vergangenheit wurde die therapeutische Modulation der 
KATP-Kanal-Aktivität genutzt, um die Insulinsekretion in den β-Zellen des Pankreas zu 
fördern.  Durch  die  Interaktion  mit  SUR1  stimulieren  Sulfonylharnstoffe  die 
Insulinfreisetzung, indem KATP-Kanäle geschlossen werden und die elektrische Aktivität 
der β-Zellen steigt (Proks et al., 2002). Da der KATP-Kanal im Innenohr den gleichen 
Aufbau  zeigt,  wie  in  den  β-Zellen  des  Pankreas,  könnten  Medikamente,  die  bereits 
entwickelt, beschrieben und in klinischen Studien getestet wurden, um Typ II Diabetes 
Mellitus zu behandeln, wie beispielsweise Glibenclamid, als vielversprechender Ansatz 
für Behandlungen von Hörstörungen im Innenohr angesehen werden. 
Die therapeutische Glibenclamid-Dosis beim Menschen liegt typischerweise bei ungefähr 
0,05  mg/kg/d  (Remedi  und  Nichols,  2008).  Die  in  der  vorliegenden  Arbeit  niedrigste 
Wirkdosis  lag  bei  2,5  mg/90d/Maus.  Das  entspricht  1,1  mg/kg/d  und  ist  somit  etwa 
20fach  höher  als  die  therapeutische  Dosis  beim  Menschen.  Es  besteht  jedoch  die     Diskussion 
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Möglichkeit, dass bereits eine niedrigere Dosis als 2,5 mg zu einem protektiven Effekt 
von Glibenclamid auf die Presbyakusis und den schallinduzierten Hörverlust führt. Die 
niedrigste, effektive Wirkdosis von Glibenclamid wurde in der vorliegenden Arbeit nicht 
bestimmt.  Es  konnte  allerdings  gezeigt  werden,  dass  eine  Steigerung  der  Dosis  zu 
keiner  Verbesserung  des  protektiven  Effekts  führte,  das  bedeutet,  man  befindet  sich 
bereits in dem Sättigungsbereich. Möglicherweise könnte die Dosis zusätzlich durch eine 
lokale Applikation des Glibenclamids reduziert werden.  
 
 
4.18  Physiologische Funktion der KATP-Kanäle im Innenohr 
 
Die  These,  dass  die  KATP-Kanäle  im  Innenohr  eine  Funktion  als  Promotoren  bei 
altersabhängigen neurodegenerativen Prozessen einnehmen, wäre vergleichbar mit der 
Rolle der KATP-Kanäle in den dopaminergen Neuronen des Mittelhirns (Liss et al., 2005). 
Da die IHCs einen größeren Anteil an dem Hörverlust der Presbyakusis einnehmen als 
an  dem  Hörverlust  verursacht  durch  ein  Schalltrauma  - s i e  d i e n e n  f o l g l i c h  a l s  
Promotoren  bei  langzeitigen  degenerativen  Prozessen  im  Innenohr  - u n d  d i e  
Kanalzusammensetzung in den IHCs Kir6.2/SUR1 identisch mit der der dopaminergen 
Neurone im Mittelhirn ist, wird der Transfer der KATP-Kanalfunktion in den Neuronen des 
Mittelhirns auf die IHCs der Cochlea noch gefestigt. Jedoch nehmen die KATP-Kanäle im 
Mittelhirn auch eine Schutzfunktion vor kurzzeitigem Stress ein. Das bedeutet: Kommt es 
zu  kurzzeitigen,  milden  Störungen  der  mitochondrialen  Atmungskette  der  Neurone, 
wodurch nur noch wenig ATP gebildet werden kann, führt dies zu einem Absinken des 
ATP/ADP-Verhältnisses, der KATP-Kanal öffnet sich, die Zelle wird hyperpolarisiert und 
schützt  sie  vor  einem  größeren  metabolischen  Stress  (Liss  et  al.,  2005).  Geht  man 
davon  aus,  dass  eine  überlaute  Beschallung  als  ein  kurzzeitiger  Stress  angesehen 
werden  kann,  so  würden  die  Beschallungsdaten  der  vorliegenden  Arbeit  den  akuten 
Funktionsprinzipien  der  KATP-Kanäle  im  Mittelhirn  widersprechen.  Denn  nicht  die 
Anwesenheit  sondern  der  Verlust  bzw.  die  Blockade  der  KATP-Kanäle  führt  zu  einem 
protektiven  Effekt  vor  einem  schallinduzierten  Hörverlust.  Mit  dem  Wissen,  dass  der 
Verlust der OHCs den maßgeblichen Anteil der Hörminderung nach einem Schalltrauma 
hat und die Möglichkeit besteht, dass der KATP-Kanal in den OHCs aus Kir6.2/SUR2A 
zusammengesetzt  ist,  könnte  man  auch  argumentieren,  dass  die 
Kanalzusammensetzung  den  Unterschied  auf  das  Antwortverhalten  bei  einem 
kurzzeitigen Stress zwischen KATP-Kanälen des Mittelhirns und der Cochlea ausmacht. Diskussion     
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Dagegen  spricht  jedoch,  dass  die  KATP-Kanäle  im  Herz,  zusammengesetzt  aus 
Kir6.2/SUR2A,  die  cardialen  Zellen  ebenfalls  vor  kurzzeitigem  Sauerstoffmangel, 
verursacht durch eine Minderdurchblutung, schützen. Im Herzen zeigen die KATP-Kanäle 
einen  zellprotektiven  Effekt  unter  ischämischen  Bedingungen.  Die  Aktivierung  der 
KATP-Kanäle  führt  zu  einem  Aufrechterhalten  der  zellulären  Funktionen  und  zu  einer 
Adaptation an Stress unter hyperadrenergen Bedingungen (Flagg et al., 2010). Folglich 
müsste  auch  eine  unterschiedliche  Kanalzusammensetzung  zwischen  den  IHCs  und 
OHCs zu einem protektiven Effekt auf einen kurzzeitigen Stress führen. Möglicherweise 
ist die in dieser Arbeit verwendete Beschallung nicht kurzzeitig und milde genug, damit 
die KATP-Kanäle hier eine Schutzfunktion einnehmen können. Ein weiterer Ansatz wäre 
eventuell die Beschallungsdauer und –intensität so weit zu reduzieren, dass man einen 
milden  Schaden  erzeugt  um  anschließend  nochmals  C57Bl/6  mit  den  Kir6.2-KO  zu 
vergleichen.  
Warum der KATP-Kanal eine tragende Rolle bei der Entwicklung eines Hörverlusts sowohl 
bei der Presbyakusis als auch bei einem Schalltrauma einnimmt und trotzdem in den 
Haarzellen exprimiert wird, bleibt momentan noch unklar.  
 
 
4.18.1 Physiologische Bedeutung des KATP-Kanals in den Haarzellen 
 
Zum Abschluss bleibt die Frage nach der physiologischen Bedeutung der KATP-Kanäle im 
Innenohr  offen.  Warum  existieren  KATP-Kanäle  in  den  Haarzellen  der  Cochlea,  wenn 
deren  Fehlen  eine  Protektion  vor  einem  altersbedingten  sowie  schallinduzierten 
Hörverlust  darstellt?  Diese  Frage  kann  mit  den  Daten  der  vorliegenden  Arbeit  nicht 
abschließend geklärt werden. Für die Beantwortung wäre es hilfreich, wenn man den 
Mechanismus der KATP-Kanal-Aktivität  und  deren  weitere  Folgen  für  die  Haarzelle  im 
Innenohr  klären  könnte.  Ein  methodischer  Ansatz  wäre  ein  lokaler  Knockout  bzw. 
Knock-In in den Haarzellen selbst (Cox et al., 2012). Mit der Verwendung des cre/loxP-
Systems (Kwan, 2002) könnte man beispielsweise ganz gezielt, abhängig davon, welche 
zellspezifischen Promotoren man verwendet, in den IHCs oder OHCs die KATP-Kanäle 
funktionsunfähig machen und schauen, welche Auswirkungen das auf das Gehör unter 
physiologischen  und  pathophysiologischen  Bedingungen  hätte.  Ferner  besteht  die 
Möglichkeit,  die  Cre-Rekombinase  mit  einem  Rezeptor  zu  koppeln,  so  dass  die 
Rekombinase ligandengesteuert (z.B. durch ein Antibiotikum) aktiviert wird. Das hätte     Diskussion 
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den Vorteil, dass man abhängig von den experimentellen Bedingungen die Expression 
durch die Gabe des Antibiotikums an- bzw. abschalten könnte. 
Außerdem wäre es von Bedeutung, wenn man die exakte Lokalisation des KATP-Kanals 
in den jeweiligen Haarzelltypen ausfindig machen könnte. Alle Bemühungen in diesem 
Bereich waren bisher erfolglos. 
 
 
4.18.2 Verhaltensrelevanz von KATP-Kanälen im Innenohr 
 
Mit dem Wissen, dass KATP-Kanäle als metabolische Sensoren von Zellen in diversen 
Geweben  fungieren  und  den  metabolischen  Zustand  der  jeweiligen  Zelle  an  deren 
elektrische Aktivität koppeln, könnte man die Hypothese aufstellen, dass Wildtyp-Mäuse 
(C57Bl/6)  unter  Nahrungs- u n d  W a s s e r e n t z u g  e i n  i m  V e r g l e i c h  z u  d e n  K i r 6 . 2 -KO 
schlechteres Hörvermögen aufweisen, da sich die KATP-Kanäle bei einem Verschieben 
des ATP/ADP-Verhältnisses in Richtung ADP öffnen, die Zelle hyperpolarisieren und sie 
während  dieser  Mangelsituation  vor  zu  großer  Aktivität  bewahren.  Damit  wäre  die 
Glutamatfreisetzung und entsprechend die Signaltransduktion reduziert, sofern sich die 
Hyperpolarisation der Zelle sehr lokal auf den basalen Bereich rund um die Synapsen 
beziehen würde. Diese Annahme konnte in einer Versuchsreihe jedoch nicht bestätigt 
werden. Im Gegenteil, nach einer 24stündigen Nahrungs- und Wasserrestriktion zeigten 
die Kir6.2-KO tendenziell höhere ABR-Schwellen als vor der Behandlung und C57Bl/6 
tendenziell  niedrigere  Schwellen  (Groth,  unpublizierte  Daten).  Der  KATP-Kanal  könnte 
folglich eine Rolle bei der Nahrungssuche eines Organismus spielen. Unter ATP-Mangel 
könnte die Anwesenheit des Kanals dazu führen, dass Tiere besser hören und schneller 
den Weg zur Nahrung finden, „die Sinne würden geschärft werden“. 
Geht man davon aus, dass durch eine Aktivierung der KATP-Kanäle unter ATP-Mangel 
die  gesamte  Haarzelle  hyperpolarisiert  wird,  würde  das  paradoxerweise  zu  einer 
Erhöhung des Transduktionsstroms führen, da die elektrische Triebkraft für die K
+-Ionen 
aus der Endolymphe in die Haarzelle größer werden würde. Das wiederum würde der 
Adaptation entgegenwirken und möglicherweise bei Überbelastung durch einen erhöhten 
Ca
2+-Einstrom in die Haarzelle zu einem Trauma bzw. Haarzellverlust führen. Das würde 
in  der  Konsequenz  bedeuten,  dass  das  Fehlen  des  KATP-Kanals  (Kir6.2-KO)  unter 
Stresssituationen zu einem geringeren Trauma führen würde. Welche Mechanismen den 
Funktionen des KATP-Kanals unter den genannten Hypothesen zugrunde liegen, bleibt 
unverstanden. Diskussion     
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4.18.3 KATP-Kanäle und zelluläres Ca
2+-Handling 
 
Ferner könnte man dem KATP-Kanal auch eine Funktion bei dem Ca
2+-Handling der Zelle 
zusprechen. Die zelluläre Ca
2+-Überladung spielt eine zentrale Rolle in Bezug auf den 
Zelltod bei altersabhängigen, neurodegenerativen Erkrankungen aber auch bei akuten 
Stresssituationen  (Mammucari  und  Rizzuto,  2010).  Durch  eine  erhöhte  intrazelluläre 
Ca
2+-Konzentration  können  Proteasen  und  Phospholipasen  aktiviert  werden,  was 
letztendlich zu einem nekrotischen Zelltod führen kann. Dies ist jedoch nicht der einzige 
Effekt, der durch Veränderungen der zytosolischen Ca
2+-Konzentration entstehen kann. 
Ein weiterer, ebenfalls durch Ca
2+ herbeigeführter, Aspekt ist der apoptotische Zelltod. 
Abhängig von dem Grad des Stressors und der damit verbundenen veränderten Ca
2+-
Homöostase, kann entweder eine Nekrose oder eine Apoptose in Gang gesetzt werden. 
Besonders bei der Beschallung, ein Beispiel für einen akuten, heftigen Stress, aber auch 
bei langzeitigen degenerativen Erkrankungen, wie der Presbyakusis, spielen eine Ca
2+-
Überladung sowie das Ca
2+-Handling der Haarzellen eine entscheidende Rolle. Durch 
eine  zu  starke  Erregung  der  Haarzellen  kann  es  zu  einem  massiven  Anstieg  der 
intrazellulären  Ca
2+-Konzentration  kommen,  was  wiederum  entweder  akut  oder 
langfristig die bereits erwähnten Prozesse in Gang setzen kann. Es wäre denkbar, dass 
der  KATP-Kanal  unter  physiologischen  Bedingungen  dafür  sorgt,  dass  durch  seine 
hyperpolarisierende  Wirkung  die  Ca
2+-Kanäle  der  Haarzellen  schneller  aus  ihrer 
Inaktivierung geholt werden und somit einem erneuten Stimulus früher zur Verfügung 
stünden.  Die  Konsequenz  wäre,  dass  es  unter  bestimmten  Stresssituationen,  wie 
beispielsweise einem Schalltrauma, zu einem erhöhten Ca
2+-Einstrom kommt und die 
Haarzelle dadurch geschädigt wird. Im Umkehrschluss würde das bedeuten, fehlt der 
KATP-Kanal (Kir6.2-KO), würden die Ca
2+-Kanäle länger in dem Zustand der Inaktivierung 
bleiben und so die Haarzelle, beispielsweise bei einem Schalltrauma, vor einer weiteren 
Ca
2+-Überladung geschützt. 
Es gibt zwei Arten von spannungsabhängigen Ca
2+-Kanälen in der Cochlea, die für die 
Erhöhung  der  intrazellulären  Ca
2+-Konzentration  verantwortlich  gemacht  werden.  Das 
sind zum einen hauptsächlich der L-Typ Ca
2+-Kanal Cav1.3 und zum anderen der T-Typ 
Ca
2+-Kanal Cav3.1 (Platzer et al., 2000; Knirsch et al., 2007; Nie et al., 2008). Während 
der Cav3.1 und vor allem seine Funktion im Innenohr bisher nur recht wenig erforscht 
wurde, gibt es eine Fülle von Untersuchungen zum Cav1.3. Der Cav1.3 ist essentiell für 
den Transduktionsprozess im Innenohr. Er kontrolliert die Fusion synaptischer Vesikel in 
der  aktiven  Zone  der  Präsynapse  von  IHCs  als  Reaktion  auf  schallinduzierte     Diskussion 
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Änderungen des Rezeptorpotentials (Brandt et al., 2003). Diese Kanäle aktivieren bei 
einem Potential von -70 mV und zeigen eine hohe Offenwahrscheinlichkeit zwischen -40 
und -20 mV (Zampini et al., 2010). Allerdings aktivieren Cav1.3 vermittelte Ca
2+-Ströme 
sehr schnell und zeigen nur eine geringe Inaktivierung. Dies würde wiederum gegen die 
Hypothese  sprechen,  dass  der  KATP-Kanal  die  Inaktivierungsdauer  der  Cav1.3 
beeinflusst. Obwohl die L-Typ Ca
2+-Kanäle die primäre Rolle bei der Spontanentladung 
und  der  schallevozierten  Neurotransmitterfreisetzung  spielen,  dürfen  die  T-Typ 
Ca
2+-Kanäle nicht unberücksichtigt bleiben. Es konnte gezeigt werden, dass die T-Typ 
Ca
2+-Kanäle  die  BK-Kanäle  modulieren  können  (Marcotti  et  al.,  2004). 
Interessanterweise  gibt  es  eine  direkte  Kopplung  von  T-Typ  Ca
2+-Kanälen  und 
BK-Kanälen im apikalen Bereich von Haarzellen, deren Interaktion zu einer Filterung des 
Rezeptorpotentials und im Weiteren zu einer Herabsetzung der Neurotransmission in 
den IHCs führt (Beurg et al., 2005). Cav3.1 werden in den IHCs und, zu einem etwas 
geringeren Grad, in den OHCs exprimiert. Möglicherweise übernehmen die KATP-Kanäle 
in diesem Komplex eine Funktion, indem sie die Ca
2+-Freisetzung an den metabolischen 
Zustand der Zelle koppeln. 
Nachdem mit der vorliegenden Arbeit der Nachweis von KATP-Kanälen im Innenohr und 
ihre  Funktion  bei  altersbedingten  und  schallinduzierten  Hörstörungen  erbracht  wurde, 
stellen  sich  viele  neue  Fragen.  Besonders  der  Mechanismus  und  die  physiologische 
Funktion  der  Kanäle  muss  geklärt  werden.  Auch  im  Zusammenhang  mit  den 
Bemühungen  regenerative  Ansätze  zur  Hörtherapie  zu  nutzen,  z.  B.  um  zukünftig 
funktionelle  IHCs  aus  Stütz- o d e r  S t a m m z e l l e n  r e g e n e r i e r e n  z u  k ö n n e n ,  i s t  e s  
entscheidend, dass diese nicht nur morphologisch korrekt gebaut sind und vom Hörnerv 
afferent innerviert werden, sie müssen auch die richtige Ionenkanalzusammensetzung 
exprimieren, wie sie in normal ausgereiften IHCs zu finden ist. Dafür ist es entscheidend 
zu wissen, welche Ionenkanäle in der reifen IHC überhaupt zu finden sind. Entsprechend 
konnte mit der vorliegenden Arbeit ein weiterer Baustein der K
+-Ströme adulter IHCs im 
Innenohr beschrieben werden. 
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5.  Zusammenfassung 
 
Neben  Arthritis  und  Bluthochdruck  ist  die  Altersschwerhörigkeit  die  dritthäufigste 
Erkrankung in der alternden Gesellschaft. Schätzungen zufolge leiden weltweit über 40% 
der Menschen über 65 Jahren und sogar 75% der Menschen über 75 Jahren an einer 
Schwerhörigkeit – Tendenz steigend. Gegenwärtig sind die Behandlungsmöglichkeiten 
von  durch  Schallempfindungsstörungen  verursachten  chronischen  Hörverlusten  sehr 
stark  limitiert.  Eigentlich  beschränken  sie  sich  auf  den  Einsatz  akustischer  Hörgeräte 
oder die Implantation elektronischer Hörimplantate. Will man zukünftig funktionelle IHCs 
aus  Stütz- o d e r  S t a m m z e l l e n  r e generieren  können,  müssen  diese  nicht  nur 
morphologisch  korrekt  gebaut  sein  und  vom  Hörnerv  afferent  innerviert  werden,  sie 
müssen auch die richtige Ionenkanalzusammensetzung exprimieren, wie sie in normal 
ausgereiften  IHCs  zu  finden  ist.  Eine  ganz  entscheidende  Rolle  am 
Transduktionsprozess im Innenohr nehmen die K
+-Kanäle ein, da sie wesentlich an der 
Aufrechterhaltung  des  endocochleären  Potentials  und  damit  der  Funktion  der 
Rezeptorzellen  beteiligt  sind.  Selbst  in  umfangreichen  Reviews,  die  sich  mit  der 
Expression von funktionellen Kanälen und Transportern im Innenohr beschäftigten, gibt 
es  keine  Hinweise  auf  die  Existenz  von  ATP  abhängigen  Kalium-Kanälen  (KATP)  im 
Innenohr  (Lang  et  al.,  2007;  Hibino  und  Kurachi,  2006).  Mittlerweile  sind  einige 
Funktionen der KATP-Kanäle in zentralen und peripheren Geweben bekannt. Es konnte 
beispielsweise  gezeigt  werden,  dass  der  KATP-Kanal  unterschiedliche  Wirkungen  auf 
Stress in dopaminergen Neuronen des Gehirns haben kann. So wirken die KATP-Kanäle 
zellprotektiv auf kurzzeitigen Stress, während sie bei langzeitigen neurodegenerativen 
Prozessen auch eine wichtige Rolle als Promotoren übernehmen (Liss et al., 2005).  Es 
gibt  jedoch  noch  eine  ganze  Reihe  von  Strukturen,  für  die  das  Vorkommen  und  die 
mögliche Rolle des KATP-Kanals noch gänzlich unbeschrieben sind. So sind bislang die 
Expression  und  die  physiologische  und  pathophysiologische  Funktion  von  ATP 
abhängigen Kaliumkanälen im Innenohr völlig unbeschrieben.  
Mit  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  zum  einen  mit  Hilfe  der  Patch-Clamp-Technik  die 
Expression  und  die  Zusammensetzung  des  KATP-Kanals  in  den  Haarzellen  des 
Innenohrs elektrophysiologisch nachgewiesen und zum anderen anhand von auditorisch 
evozierten  Hirnstammpotentialen  (ABR)  die  Rolle  der  ATP  abhängigen  Kaliumkanäle 
hinsichtlich  der  Haarzellverluste  durch  Alterungsprozesse  (Presbyakusis)  und  nach 
einem  Schalltrauma  untersucht.  Des  Weiteren  wurde  ein  therapeutischer  Effekt  von 
bereits  als  Medikament  zugelassenen  Sulfonylharnstoffen  (Glibenclamid),  welche     Zusammenfassung 
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beispielsweise  in  der  pharmakologischen  Behandlung  von  Typ  II  Diabetes  mellitus 
verwendet werden, um eine Insulinfreisetzung zu bewirken (Trube et al., 1986), in Bezug 
auf akute sowie chronische Stressoren im Innenohr beschrieben. 
Mit der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Existenz funktioneller KATP-Kanäle in den 
Haarzellen der Cochlea nachgewiesen werden. Whole-Cell-Messungen von IHCs von 
C57Bl/6 zeigten, dass die KATP-Kanäle Tolbutamid und Glibenclamid sensitiv waren und 
durch den SUR1 spezifischen KATP-Kanal-Öffner NN414 aktiviert werden konnten. Mit 
Hilfe der Daten der Kir6.2-KO-Mäuse lässt sich somit darauf zurückschließen, dass der 
KATP-Kanal, der in den IHCs der Cochlea exprimiert wird, aus der Kombination Kir6.2 und 
SUR1 bestehen muss. ABR-Messungen von KATP-Kanal defizienten Mäusen (Kir6.2-KO) 
und  deren  gleichaltrigen  C57Bl/6  Kontrolltieren  zeigten,  dass  die  Kir6.2-KO  eine 
verlangsamte  und  deutlich  reduzierte  Presbyakusis  entwickelten.  Die  Protektion  vor 
einem  altersbedingten  Hörverlust,  die  auf  Basis  der A B R -Schwellen  gezeigt  werden 
konnte, konnte durch die morphologische Auswertung in Form von Cochleogrammen als 
eine echte Haarzellprotektion bestätigt werden. Aus einer vorausgegangenen Arbeit ging 
hervor, dass der systemische Knockout des Kir6.2 in Mäusen auch zu einem Schutz vor 
schallinduziertem  Hörverlust  führte  (Groth,  2008).  Mit  der  immunhistologischen 
Auswertung  der  Cochleae  im  Verlauf  dieser  Arbeit  konnte  gezeigt  werden,  dass 
zumindest  in  der  Klasse  der  24  Wochen  alten  C57Bl/6  eine  Hörminderung  auch  mit 
einem  Haarzellverlust,  vornehmlich  im  Bereich  der  OHCs,  einherging,  während  die 
Kir6.2-KO keinerlei Haarzellverluste zeigten.  
Die chronische, systemische Applikation des Sulfonylharnstoffs Glibenclamid führte bei 
adulten  C57Bl/6  zu  einer  teilweisen  Protektion  von  etwa  25  dB  im  hochfrequenten 
Hörbereich vor Presbyakusis. Dieser Effekt konnte noch verstärkt werden, indem der 
Behandlungsbeginn  von  8  Wochen  auf  Postnataltag  4  vorverlegt  wurde.  Bei  den 
Presbyakusis-Versuchen konnte keine Dosisabhängigkeit festgestellt werden, ganz im 
Gegensatz  zu  der  Protektion  vor  einem  schallinduzierten  Hörverlust  durch  die 
systemische Gabe von Glibenclamid. Während eine niedrige Dosierung (2,5 mg) keinen 
Effekt zeigte, konnte eine signifikante Protektion durch die Erhöhung der Konzentration 
(25 mg) erzielt werden.  
Die  Daten  der  vorliegenden  Arbeit  zeigen,  dass  funktionelle  KATP-Kanäle  in  den 
Haarzellen des Innenohrs eine mögliche Rolle bei altersbedingten und schallinduzierten 
Hörverlusten spielen. Aus den vorliegenden neuen Erkenntnissen ergibt sich eine Fülle 
an neuen Fragen, z. B. nach der physiologischen Funktion der KATP-Kanäle und den Zusammenfassung     
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zugrunde liegenden Mechanismen der protektiven Effekte bei deren Blockade. Daraus 
ergeben sich viele spannende Ansätze und Hypothesen für zukünftige Projekte.     Literaturverzeichnis 
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